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Résumé 
 
Les produits biologiques représentent une avenue thérapeutique très prometteuse pour 
diverses maladies actuellement sans traitement, dont le cancer. La demande pour ces produits 
est donc très forte et des bioprocédés industriels efficaces et fiables doivent être mis en place 
pour y répondre. Le système inductible au cumate (CR5) développé par le groupe de Bernard 
Massie permet d’exprimer des protéines d’intérêt de façon finement régulable et à haut niveau 
dans les cellules CHO. Un travail d’optimisation est toutefois nécessaire afin de maximiser 
l’expression tout en améliorant l’étanchéité du système. Dans cette optique, diverses 
constructions du promoteur comportant des configurations différentes d’espacement entre ses 
constituants, des transactivateurs comportant des domaines d’activation différents, et une 
séquence opératrice synthétique ont été testées pour évaluer leur capacité à améliorer le 
rendement et l’étanchéité du CR5. Ainsi, un protomoteur comportant trois séquences 
opératrices avec six paires de bases entre chacune de ces dernières s’est montré plus efficace 
en termes de rendement et d’étanchéité que la configuration actuelle du CR5. De plus, une 
nouvelle configuration du CR5 où le transactivateur est régulé par le système inductible à la 
coumermycine a été étudiée et a montré une régulation très fine. Le travail d’optimisation 
effectué dans ce projet s’applique seulement dans le but d’optimiser un procédé dans des 
conditions spécifiques. Son application à d’autres lignées cellulaires et d’autres promoteurs 
reste à démontrer. 
 
Mots-clés : systèmes inductibles, cumate, CR5, cellules CHO, optimisation, transactivateur, 
coumermycine, espacement 
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Abstract 
 
Biologics are a very promising therapeutic avenue for the treatment of incurable 
diseases such as cancer. The market’s demand for these products is very high, so reliable and 
efficient industrial bioprocesses must be set up in order to answer it. The cumate gene switch 
(CR5) developed by Bernard Massie’s group allows high and fine-tuned expression of proteins 
of interest in CHO cells. Optimisation of this system is however a necessary work to maximise 
the expression and improve the leakiness of the system. For this purpose, promoters with 
different spacing configurations, transactivators with different activation domains, and a 
synthetic operator sequence have been assayed to evaluate their ability to drive high protein 
expression while improving the leakiness of the CR5 system. Thus, a promoter containing 
three operator sequences with a six base pairs spacing between them has been found to be the 
most efficient configuration in terms of yield and leakiness in comparison to the current CR5 
configuration. Also, a new configuration of the CR5 where the transactivator is regulated by 
the coumermycin gene regulation system has been studied, showing very tight regulation 
ability. This optimisation work can only be applied to our specific experimental conditions and 
its application to other cell lines and promoters needs to be demonstrated. 
 
Keywords: Inducible systems, cumate, CR5, CHO cells, optimisation, transactivator, 
coumermycin, spacing 
 
 
 
 
 
 
 
iii 
 
Table des matières 
 
 
Revue de littérature............................................................................................................. 15 
1. Les produits biologiques dans le marché pharmaceutique……………………...…… 15 
1.1 Petites molécules et produits biologiques………………………………………. 15 
1.2 Croissance du marché biopharmaceutique……………………………………… 17 
1.3 Coût des produits biologiques…………………………………………………... 17 
1.4 Les protéines recombinantes……………………………………………………. 18 
 
2. Méthodes de production des protéines recombinantes…………………………….…. 19 
2.1 De la transcription à l’expression……………………………………………….. 19 
2.2 Quelques systèmes d’expression utilisés……………………………………...… 24 
2.2.1 La production en bactéries…………………………………………….. 24 
2.2.2 La production en levures………………………………………………. 25 
2.2.3 La production en cellules d’insecte………………………………….… 25 
2.2.4 La production en cellules de mammifère……………………………… 26 
2.3 Les cellules CHO……………………………………………………………...… 28 
2.4 Bioprocédé général de production dans les cellules CHO……………………… 28 
2.4.1 Les vecteurs d’expression……………………………………………. 28 
2.4.2 Véhicules de transfection……………………………………………... 29 
2.4.3 Pools stables et expression transitoire………………………………… 31 
2.4.4 Culture cellulaire en bioréacteurs…………………………………...… 34 
2.4.5 Purification protéique………………………………………………….. 37 
 
3. Optimisation de la plateforme d’expression CHO…………………………………….. 38 
3.1 Ingénierie cellulaire de la lignée hôte……………………………………………. 39 
3.1.1 Modifications des voies apoptotiques…………………………………………..39 
3.2 Optimisation des vecteurs d’expression………………………………………..... 42 
3.2.1 Les systèmes de sélection DHFR et GS………………………………...42 
iv 
 
3.2.2 Les S/MAR…………………………………………………………… 43 
3.2.3 Les promoteurs constitutifs…………………………………………..... 44 
3.2.4 Les promoteurs inductibles……………………………………………. 46 
3.2.5 Le système inductible CR5……………………………………….….... 49 
3.3 Développement de bioprocédés optimisés………………………………………. 55 
3.3.1 Milieux de culture…………………………………………………....... 55 
3.3.2 Méthodes de transfection…………………………………………….... 55 
 
Problématique…………………………………………………………………………….... 57 
 
Objectifs du projet…………………………………………………………………………. 57 
 
Matériel et méthodes………………………………………………………………………. 59 
1. Plasmides…………………………………………………………………………. 59 
2. Cellules ……………………………………………………………………...…… 60 
3. Comparaison des domaines d’activation en configuration cTA…………….…..... 61 
4. Clonage des domaines d’activation en fusion avec reverse CymR (rcTA)….…… 61 
5. Comparaison de différents nombres de répétitions CuO………………….……… 63 
6. Clonage des différentes séquences CuO………………………………………….. 63 
7. Clonage des promoteurs contenant les éléments d’espacement……………..…… 64 
8. Transfections transitoires et induction au cumate………………………………... 67 
9. Sélection de pools stables………………………………………………...……..... 68 
10. Mesure de la force des promoteurs testés…………………………………....…. 69 
11. Normalisation de l’efficacité de transfection...............................................…...... 70 
12. Régulation de l’expression du cTA par un promoteur inductible à la 
coumermycine……………………………………………………………………….. 71 
 
Résultats……………………………………………………………………………………. 74 
1. Optimisation du CR5 en modifiant la séquence CuO…………………………..... 74 
2. Optimisation de l’expression du CR5 via les domaines d’activation du cTA et du 
rcTA…………………………………………………………………………………. 76 
v 
 
3. Optimisation du CR5 via le nombre de séquences opératrices CuO….………….. 82 
4. Optimisation du CR5 via l’espacement entre les CuO et la boîte TATA………… 84 
5. Optimisation du CR5 via l’espacement entre les CuO………………………........ 86 
6. Optimisation du CR5 via la régulation du transactivateur avec le système inductible 
à la coumermycine………………………………………………………………….. 91 
 
Discussion………………………………………………………………………………….. 97 
1. Optimisation d’éléments cis-actifs dans le promoteur CR5……….…………… 98 
2. Optimisation d’éléments trans-actifs dans le promoteur CR5…....................... 105 
3. Optimisation via la régulation de l’expression du transactivateur par le système 
inductible à la coumermycine………………………………………………….. 109 
Conclusion………………………………………………………………………………… 113 
Médiagraphie………………………………………………………………………...…… 115 
Annexe I : Carte du promoteur CR5……………………………………………………… i 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
vi 
 
Liste des tableaux 
 
Tableau I : Les dix produits thérapeutiques les plus vendus mondialement en 2013…. 16 
Tableau II : Propriétés et caractéristiques de certains systèmes d’expression discutés… 27 
Tableau III : Récapitulatif des plasmides utilisés et générés par sous-clonage pour les 
différents tests d’optimisation réalisés……………………………………………………... 73 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
vii 
 
Liste des figures 
 
Figure 1. Schématisation des trois modes de culture pour cellules en suspension…….. 37 
Figure 2. Schéma général du procédé de production de protéines recombinantes dans les 
cellules de mammifères……………………………………………………………………… 38 
Figure 3. Augmentation de la densité cellulaire dans les cultures par l’optimisation des 
méthodes de culture et des titres d’anticorps obtenus de 1990 à 2005…………………... 39 
Figure 4. Comparaison des composantes des promoteurs constitutifs CMV et CMV5.... 45 
Figure 5. Comparaison entre la séquence opératrice de l’opéron cym (P1) et de l’opéron cmt 
(P2)………………………………………………………………………………..………… 50 
Figure 6. Système inductible au cumate en configuration «répresseur»………………….. 51 
Figure 7. : Système CR5 en configuration «transactivateur»……………………………. 52 
Figure 8. : Système CR5 en configuration «reverse transactivateur»…………………… 53 
Figure 9. Système CR5 en configuration «inverse double régulée»…………………….... 54 
Figure 10. Comparaison de deux différentes configurations du CR5 et optimisation de la 
quantité de plasmides portant le système CR5-GFP en transitoire ……………………..... 75 
Figure 11. Comparaison de l’index de fluorescence normalisé généré par la séquence CuO 
initiale et par la séquence CuO synthétique en transfection transitoire………………….. 76 
Figure 12. Mesure de l’index de fluorescence normalisé provenant de la régulation du système 
CR5-GFP par divers cTA transfectés en transitoire, différents au niveau du domaine 
d’activation relié à la portion CymR……………………………………………………… 79 
Figure 13. Mesure de l’index de fluorescence normalisé provenant de la régulation du système 
CR5-GFP par divers rcTA transfectés en transitoire, différents au niveau du domaine 
d’activation relié à la portion CymR……………………………………………………… 80 
viii 
 
Figure 14. Mesure de l’index de fluorescence normalisé provenant de la régulation du système 
CR5-GFP transfecté en transitoire dans des pools stables exprimant divers rcTA, différents au 
niveau du domaine d’activation relié à la portion CymR………………………………... 82 
Figure 15. Effet du nombre de répétitions de la séquence opératrice CuO dans le promoteur 
CR5 sur l’index de fluorescence normalisé provenant de la régulation du système CR5-GFP 
transfecté en transitoire……………………………………………………………………. 83 
Figure 16. Effet de l’espacement supplémentaire entre le CuO et la boîte TATA du promoteur 
minimal hCMV*-1 qui existe dans le plasmide pTT75-iniCuO-GFP sur l’index de 
fluorescence normalisé…………………………………………………………………….. 85 
Figure 17. Effet de l’espacement entre chacune des trois séquences opératrices CuO des 
promoteurs testés sur l’index de fluorescence normalisé provenant de la régulation du système 
CR5-GFP transfecté en transitoire………………………………………………………… 87 
Figure 18. Effet de l’espacement entre chacune des trois séquences opératrices CuO des 
promoteurs testés sur l’index de fluorescence provenant de la régulation du système CR5-GFP 
intégré dans des pools stables…………………………………………………………….... 88 
Figure 19. Effets combinés de l’espacement entre chacune des trois séquences opératrices 
CuO des promoteurs testés et du domaine d’activation sur l’index de fluorescence provenant 
de la régulation du système CR5-GFP intégré dans des pools stables……………………. 90 
Figure 20. Mesure de la quantité optimale de transactivateur GyrB-AD en cotransfection avec 
pVR10-GFP  afin de maximiser l’index de fluorescence normalisé observé en transfection 
transitoire dans les cellules CHOBRI……………………………………………………… 92 
Figure 21. Mesure de la quantité optimale de pVR10-cTA en cotransfection avec pMPG-
GyrB-AD  afin de maximiser l’index de fluorescence normalisé observé en transfection 
transitoire dans les cellules CHOBRI……………………………………………………… 93 
Figure 22. Comparaison de l’index de fluorescence générés par les pools stables de cellules 
CHOBRI dont l’expression du cTA est régulée via le promoteur constitutif CMV5 ou le 
système inductible à la coumermycine…………………………………………………… 95 
 
ix 
 
Liste des sigles et abréviations 
 
µg   Microgramme 
nM   Nanomolaire 
µM   Micromolaire 
mM   Millimolaire 
µL   Microlitre 
mL   Millilitre 
rpm   Rotation par minute 
nm   Nanomètre 
°C   Degré Celsius 
S   Svedberg 
kD   Kilodalton 
λOP   Opérateur lambda 
ADN   Acide désoxyribonucléique 
ADNc   Acide désoxyribonucléique complémentaire 
Ad-TPL  Adenovirus tripartite leader  
ARN   Acide ribonucléique 
ARNi   Acide ribonucléique interférant 
ARNm  Acide ribonucléique messager 
ARNt-met  Acide ribonucléique de transfert portant une méthionine 
BHK   Baby hamster kidney 
BRI   Biotechnology Research Institute 
CaPi   Calcium phosphate 
x 
 
CAGG   β-actine de poulet 
CDK   Cyclin dependant kinase 
CHO   Chinese hamster ovary 
CHO55E3  Chinese hamster ovary cells from 55E3 clone 
Cmt   Cumate 
CMV   Cytomégalovirus 
CNRC   Conseil National de Recherches du Canada 
CO2   Dioxyde de carbone 
CR5   Cumate regulated promoter 
Cmt   Cumate 
CuO   Cumate operator 
cTA   Cumate transactivator 
Cym   Cymène 
CymR   Cymene repressor 
eIF   Eukaryotic initiation factor 
FDA   Food and Drug Administration 
FLSSM  Fluorescent labelling in semi-solid medium 
DHFR   Dihyrofolate reductase 
DMSO  Diméthylsulfoxyde 
G418   Généticine 
gal   Galactose 
GFP   Green fluorescent protein 
GS   Glutamine synthetase 
GyrB-AD  Gyrase B activation domain 
HCF   Host cell factor 
xi 
 
hCMV*-1  Promoteur minimal du cytomegalovirus humain 
HEK   Human embryonic kidney 
HSPs   Heat shock proteins 
IFN   Interféron 
IgG   Immunoglobuline de classe G 
IκB   Inhibitor of κB 
iniCuO  Séquence CuO initiale 
IRIC   Institut de Recherche en Immunologie et Cancérologie 
KRAB   Krüppel associated box 
Lac   Lactose 
MSX   Methionine sulfoximine 
MTX   Methotrexate 
NEB   New England Biolabs 
NF-κB   Nuclear factor κ light chain enhancer binding protein 
NS0   Mouse myeloma-derived 
Oct-1   Organic cation transporter 1 
pAd   Plasmide adénoviral 
pb   Paire de bases 
PCR   Polymerase chain reaction 
PEI   Polyéthylènimine 
PerC6   Human retina-derived 
pNPP   p-nitrophenyl phosphate 
rcTA   Reverse cumate transactivator 
S/MAR  Scaffold /matrix attachment regions 
SEAP   Human placental secreted alkaline phosphatase 
xii 
 
ssDNA  Salmon sperm deoxyribonucleic acid 
synCuO  Séquence CuO synthétique 
SV40   Virus simien 40 
TAFs   TBP associated factors 
TBP   TATA binding protein 
TetO   Tetracycline operator 
tTA   tetracycline transactivator 
TF   Transcription factor 
TR5   Tetracycline regulated 
UAS   Upstream activation sequences 
UCOE   Ubiquitous chromatin opening elements 
UPR   Unfolded protein response 
U.S.   United States 
UTR   Untranslated region 
VP16   Viral protein 16 
 
 
 
 
 
 
 
xiii 
 
 
 
 
 
 
 
À mes parents, pour leur support et leur dévouement 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xiv 
 
Remerciements 
 
Je n’aurais pas pu avoir l’occasion d’écrire ces lignes si Dr Bernard Massie, mon directeur de 
recherche, ne m’avait pas donné la chance d’effectuer mon projet de maîtrise dans son équipe. 
Je tiens à le remercier pour sa confiance, son intérêt et son impressionnante expertise. Je dois 
également souligner ma gratitude envers Dre Alaka Mullick, qui a été une personne ressource 
indispensable à mes travaux. Sa bonne humeur, sa compréhension et sa présence ont été plus 
qu’appréciées. 
 
Je dois également remercier toute l’équipe des groupes de Rénald Gilbert et d’Yves Durocher, 
en particulier Félix Malenfant, Linda Lamoureux, Adeline Poulain, Gilles-St-Laurent, Julien 
Leroy, Claire Guilbault, Mélanie Simoneau, Marie-Josée Massariol, Vika Lytvyn, Nathalie 
Coulombe, Lucie Bourget, Nasha Nassoury, Richard Gingras, Marc-André Robert, Rénald 
Gilbert et Yves Durocher. Leurs judicieux conseils et leurs connaissances m’ont été très 
bénéfiques lors de mon passage au CNRC. 
 
Je tiens finalement à remercier les deux personnes les plus importantes dans ma vie. Je leur 
dois tellement. Merci à ma mère pour son éternel support et sa bonté sans limites. Merci à mon 
père, qui ne pourra malheureusement pas voir le fruit de son dévouement en ma personne. 
Merci de m’avoir transmis ta curiosité et ton intérêt pour la science. 
 
 
 
 
 
 
   
Revue de littérature 
 
 
1. Les produits biologiques dans le marché pharmaceutique 
 
1.1. Petites molécules et produits biologiques  
On peut subdiviser le marché pharmaceutique en deux grandes sphères d’activités : 
l’industrie chimico-pharmaceutique et l’industrie biopharmaceutique. La première réfère 
aux activités de production de composés organiques synthétiques, désignés «petites 
molécules». Ces dernières sont caractérisées par un faible poids moléculaire, une courte 
demie-vie une fois dans l’organisme, un mode d’action agoniste ou antagoniste à des 
cibles intra- ou extracellulaires, et une faible immunogénicité (Ganellin et al, 2013).  
L’industrie biopharmaceutique, quant à elle, réfère aux activités de production de produits 
thérapeutiques isolés ou produits à partir d’une source biologique (humaine, animale, 
cellulaire, etc.) (U.S. Food and Drug Administration, 2009). Ces produits thérapeutiques, 
désignés «produits biologiques», incluent entre autres divers composantes du plasma 
sanguin, des hormones, des enzymes, des facteurs de croissance, différents types de 
cytokines, le matériel biologique utilisé dans les vaccins et les thérapies géniques, les 
anticorps monoclonaux, etc. Ils sont normalement utilisés dans le but de combler la 
déficience ou la dysfonction d’une protéine de l’organisme (Walsh, 2010).    
 
Contrairement aux petites molécules, les produits biologiques sont beaucoup plus 
complexes, de par leur structure dont des peptides, des sucres, des acides nucléiques ou un 
amalgame de ceux-ci font partie intégrante. Des cellules entières ou des tissus utilisés à 
des fins thérapeutiques sont également considérés comme des produits biologiques. De 
plus, leur mode de production dépend souvent de plusieurs processus cellulaires qui 
viennent complexifier leur caractérisation et affecter leur efficacité thérapeutique. Enfin, 
les risques de contamination des produits biologiques, les conditions plus fastidieuses 
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pour leur production et leur maintenance, ainsi que leur potentiel immunogène sont des 
soucis qui sont à considérer (U.S. Food and Drug Administration, 2009). 
 
Les produits biologiques sont toutefois des avenues thérapeutiques qui ont un grand 
potentiel dans le traitement de maladies dont peu ou aucun traitement ont révélé leur 
efficacité. Ceci est démontré par le fait qu’ils représentent à eux-seuls près du tiers des 
nouveaux produits thérapeutiques approuvés et mis en marché dans les dernières années. 
Selon les données de 2013, sept des dix thérapeutiques les plus vendus au monde étaient 
des produits biologiques (Tableau I). De plus, près de 25% des produits biologiques qui 
entrent en essais cliniques sont approuvés et atteignent le marché, comparativement à 
moins de 10% pour les petites molécules (Kuehn, 2014). Le marché des produits 
biologiques suscite donc beaucoup d’intérêt dans l’industrie pharmaceutique depuis 
quelques années et attire d’importants investissements. 
 
Tableau I. Les 10 produits thérapeutiques les plus vendus mondialement en 2013. Adapté de 
Philippidis (2014). 
Rang Produit Classe  Chiffre d’affaires en 
2013 (milliards $ U.S.) 
Pourcentage d’augmentation 
comparativement à 2012 
Produit 
biologique 
1 Humira Adalimumab 10,6 15%   
2 Remicade Infliximab 8,9 9%   
3 Rituxan Rituximab 8,9 3%   
4 Advair Fluticasone + 
salmeterol 
8,8 5% 
 
5 Enbrel Etanercept 8,3 5%   
6 Lantus Insulin glargine 7,8 15%   
7 Avastin Bevacizumab 7,0 9%   
8 Herceptin Trastuzumab 6,8 3%   
9 Crestor Rosuvastatin 6,0 -9%  
10 Abilify Aripiprazole 5,3 29%  
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1.2.   Croissance du marché biopharmaceutique 
Avec les avancées biotechnologiques considérables des dernières décennies, on assiste à 
une croissance mondiale du marché biopharmaceutique dont le ralentissement n’est pas à 
prévoir à court terme.  Selon les statistiques de l’année 2013, le chiffre d’affaires de 
l’industrie biopharmaceutique s’est élevé à plus de 200 milliards de dollars et on prévoit 
un chiffre d’affaires de près de 390 milliards de dollars en 2019. Ceci représente un taux 
de croissance annuel composé prévu de plus de 10% (Highsmith, 2015). Au cours des 
prochaines années, on prévoit également un rythme de croissance du marché des 
biologiques 2,5 fois plus élevé que le marché pharmaceutique dans son ensemble. Ceci est 
principalement dû aux succès des biologiques dans les phases cliniques, aux 
investissements majeurs qui alimentent ce secteur et aux revenus importants générés par 
celui-ci. En effet, de plus en plus de biologiques entrent en essais cliniques et de plus en 
plus sont approuvés pour pénétrer le marché. De plus, le vieillissement de la population, 
cette dernière étant susceptible de souffrir de diverses maladies, va de pair avec une 
augmentation de la demande en produits thérapeutiques prévue dans les prochaines 
années (Research and Markets, 2014). 
 
1.3. Coût des produits biologiques 
 
Tel que stipulé par la loi de l’offre et de la demande, le coût d’un bien a tendance à 
augmenter avec sa demande. C’est donc ce à quoi nous pouvons nous attendre avec les 
biologiques pour les années à venir. Le processus de production et la maintenance des 
biologiques étant également beaucoup plus fastidieux et coûteux que pour les petites 
molécules, il va de soi que le coût des biologiques est déjà à la base plus élevé (Kayser et 
al, 2006). Par exemple, traiter l’arthrite rhumatoïde avec Humira, un anticorps 
recombinant commercial, peut s’élever à près de 1800$ U.S. par mois, soit 30 fois plus 
coûteux que le traitement chimico-pharmaceutique homologue, Rheumatrex (Dorey, 
2014). 
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Étant au commencement de l’ère des biologiques, beaucoup de brevets protègent les 
thérapeutiques présentement en essais cliniques ou approuvés de plusieurs grandes 
compagnies pharmaceutiques. Beaucoup de ces thérapeutiques sont donc les seuls sur le 
marché et les compagnies en ont le monopole, ce qui contribue à faire augmenter le coût 
des traitements. Cependant, les brevets finissent par arriver à échéance  et d’autres 
compagnies biopharmaceutiques peuvent produire et mettre en marché un produit qui 
ressemble à l’original, quoique non-identique à cause de la complexité à reproduire 
intégralement un biologique sans avoir les mêmes conditions de production. Ces copies, 
désignés «biosimilaires», contribuent à réduire le coût du traitement par concurrence, 
grâce à une augmentation de l’offre. Une autre catégorie de produits biologiques, les 
biologiques de prochaine génération (biobetters), ont le même impact sur le coût des 
traitements que les biosimilaires. Ceux-ci ne sont toutefois pas une simple copie d’un 
produit biologique original, mais une copie qui a été modifiée dans le but d’augmenter 
son potentiel thérapeutique. Par exemple, un anticorps peut être modifié dans le but 
d’augmenter sa stabilité, son efficacité ou son affinité pour un épitope spécifique afin de 
le rendre plus approprié pour un traitement clinique que son homologue original. 
Actuellement, il y a plus de 450 biologiques de prochaine génération, plus de 650 
biosimilaires et plus de 1200 produits biologiques en développement (Dorey, 2014). 
 
1.4 Les protéines recombinantes 
D’un point de vue général, une protéine recombinante est issue d’un ADN recombinant 
(aussi désigné transgène ou gène d’intérêt) qui a été inséré par clonage dans une cellule, 
afin que celle-ci puisse produire ladite protéine. Les protéines recombinantes sont une 
portion très importante de la production de produits biologiques, étant donné leur forte 
demande dans le cadre d’études fondamentales structurales et fonctionnelles, et d’études 
cliniques (Gaillet et al, 2010; Pham et al, 2006). La première protéine recombinante à 
avoir été approuvée fut l’activateur tissulaire du plasminogène humain en 1986, ce qui a 
par la suite ouvert la voie au développement de systèmes d’expression de protéines 
recombinantes (Kim et al, 2012). Cependant, trente ans après, la production de protéines 
19 
 
recombinantes en industrie est encore en évolution afin de répondre à la demande du 
marché en constante progression, notamment dû aux défis que représente la mise en place 
de procédés de production rapides et efficaces, tout en assurant la qualité et l’innocuité du 
produit. 
 
Les anticorps monoclonaux sont un exemple de protéines recombinantes très en demande 
étant donné leur efficacité démontrée dans le traitement de maladies autoimmunes et de 
cancers. Leur affinité pour des cibles spécifiques et leur faible toxicité en font des alliés 
thérapeutiques de choix (Zhang et al, 2009). Aux États-Unis, sur plus de 330 
thérapeutiques en développement dans la lutte contre différents types de cancers, plus de la 
moitié sont des anticorps monoclonaux (Dorey, 2014). De plus, les trois thérapeutiques les 
plus vendus en 2013 sont des anticorps monoclonaux et totalisent près de 30 milliards de 
dollars en vente (Philippidis, 2014). L’impact de ces anticorps dans l’évolution des 
thérapies contre des maladies actuellement sans traitement disponible est déjà bien présent, 
assurant des perspectives de développement plus que prometteuses. 
 
 
2. Méthodes de production des protéines recombinantes 
2.1  De la transcription à l’expression  
Afin de décrire le processus cellulaire de production de protéines recombinantes, nous 
prendrons l’exemple de ce processus dans les cellules de mammifères. Le niveau 
d’expression des gènes eucaryotes in vitro dépend de l’efficacité de trois processus 
cellulaires complexes : la transcription génique, la maturation des ARNm leur assurant une 
meilleure stabilité, la traduction, et les modifications post-traductionnelles (Mullick et 
Massie, 2010). Ces processus seront explicités dans les prochaines lignes.  Le but de cette 
section n’est pas de décrire minutieusement dans le détail chaque étape des processus 
cellulaires impliqués de la transcription génique à l’expression protéique dans la cellule de 
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mammifère. Il s’agit davantage de faire une revue globale des facteurs qui peuvent 
influencer ces processus dans un contexte de production de protéines recombinantes. 
Quoique plusieurs étapes de l’expression génique restent encore à éclaircir, la revue 
suivante cadre avec ce qui a été généralement accepté comme modèle. 
 
En premier lieu, un gène eucaryote peut être transcrit seulement lorsque la chromatine est 
décondensée par modification spatiale des nucléosomes dans la région qu’il occupe. Ce 
processus de décondensation de la chromatine peut être médié par plusieurs cofacteurs 
agissant sur les nucléosomes par acétylation, méthylation, phosphorylation et/ou 
ubiquitination des histones, mais aussi par certains facteurs activateurs de la transcription. 
Parmi ces modifications, la méthylation des histones entraine une diminution de l’activité 
transcriptionnelle alors que leur acétylation corrèle avec une augmentation de celle-ci 
(Margueron et al, 2005). Quant aux facteurs activateurs, ils peuvent s’associer aux histones 
afin d’empêcher la condensation de la chromatine et la répression de gènes (Han et 
Grunstein, 1989). 
 
Le gène à transcrire se situe en aval d’un promoteur, c’est-à-dire une séquence 
nucléotidique en cis qui régule l’initiation de la transcription du gène en question. Cette 
dernière s’effectue via des facteurs de transcription de base présents dans le noyau, qui 
interagissent avec des facteurs activateurs de la transcription (Lin et Green, 1991). 
 
L’ARN polymérase II, principale actrice de la synthèse d’ARNm par transcription des 
cadres de lecture ouverts de l’ADN, s’associe successivement, via des interactions 
protéine-protéine, à différents facteurs généraux présents dans le noyau afin de former un 
complexe de pré-initiation de la transcription. Ce complexe comprend notamment les 
facteurs de transcription TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH, et est en mesure de 
s’associer au promoteur du gène via la liaison de TFIID à une séquence nucléotidique 
conservée située à 25-30 paires de bases en amont du site d’initiation: la boîte TATA 
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(Mullick et Massie, 2010). Cette région évolue très lentement, la séquence consensus étant 
très conservée et les changements très peu tolérés (Taylor et al, 2006). Plus 
spécifiquement, TFIID regroupe une multitude de polypeptides dont TBP (TATA binding 
protein) et  plusieurs TAFs (TBP Associated Factors) (Wang et al, 1992). Grâce à 
l’agencement spatial du complexe, celui-ci est positionné au bon endroit sur la chromatine 
et dans la bonne direction pour initier la transcription. Afin de se dissocier du promoteur 
pour débuter la transcription, l’ARN polymérase II doit être phosphorylée en son domaine 
C-terminal. Ceci entraine un changement conformationnel qui rend le complexe de pré-
initiation «processif» ou «ouvert», c’est-à-dire apte à débuter l’élongation de l’ARNm. Ce 
scénario permet de transcrire un gène à un niveau basal in vitro (Mullick et Massie, 2010). 
Les facteurs généraux de la transcription sont très conservés chez les eucaryotes, étant 
donné leur rôle essentiel (Berger et al, 1990). 
 
La formation du complexe de pré-initiation est facilitée et accélérée par des facteurs 
activateurs de la transcription qui fonctionnent grâce à des interactions protéine-protéine. 
Ils sont généralement constitués d’un domaine de liaison à l’ADN et d’un domaine 
activateur. Il existe plusieurs classes de domaines de liaison à l’ADN, dont les mieux 
connus sont «hélice-boucle-hélice», «hélice-coude-hélice», «leucine zipper» et «doigt de 
zinc» (Johnson et McKnight, 1989). Chez les activateurs qui se lient à l’ADN, le domaine 
de liaison à l’ADN reconnait et se lie spécifiquement aux séquences enhancers, situées en 
amont, et parfois à grande distance, du promoteur (Boshart et al, 1985). Ces séquences 
contribuent à augmenter considérablement la force du promoteur (Zabel et Baeuerle, 
1990).  Les activateurs qui ne se lient pas à l’ADN peuvent utiliser des protéines 
adaptatrices pour s’y associer, et peuvent aussi agir à titre de cofacteurs libres en stimulant 
l’association des différentes sous-unités du complexe de pré-initiation. Quant au domaine 
d’activation, nous pouvons l’assimiler à une surface dont la conformation 
tridimensionnelle et la charge qui la caractérisent permettent l’interaction avec des 
composantes spécifiques de la machinerie de transcription générale cellulaire (Goodrich et 
al, 1993). Par exemple, il a été démontré que le domaine d’activation de la protéine VP16 
du virus Herpes Simplex pouvait stabiliser la liaison entre TFIID et le promoteur afin de 
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faciliter la mise en place du complexe de pré-initiation de la transcription (Schmitz et al, 
1995). VP16 facilite également le recrutement de TFIIB, TFIIF, TFIIE et l’ADN 
polymérase II au promoteur (Choy et Green, 1993). En plus de leur implication dans le 
recrutement de facteurs remodelant la chromatine, les activateurs pourraient également 
stimuler l’initiation de la transcription en facilitant le passage du complexe de pré-
initiation vers un état processif, et en augmentant  l’efficacité de l’élongation de l’ARNm 
(Ptashne et Gann, 1997; Triezenberg, 1995).  
 
Inversement, les répresseurs sont des facteurs qui viennent interférer ou bloquer le 
processus de transcription. Plusieurs mécanismes d’action sont possibles, comme la liaison 
à des facteurs de transcription cellulaires comme TBP, ce qui empêche les associations 
subséquentes et la formation du complexe de pré-initiation. D’autres répresseurs vont se 
lier à des séquences spécifiques sur l’ADN que l’on nomme «séquences répresseurs» 
(Mullick et Massie, 2010). L’efficacité de la transcription et le nombre de transcrits 
générés sont donc le fruit de la balance entre activation et répression d’un gène (Leuther et 
al, 1993). 
 
Bien que la transcription d’un gène peut être très efficace, le nombre de transcrits qui se 
rendent à l’étape de la traduction peut cependant être très variable. La stabilité du transcrit 
(ARNm) est donc un critère clé qui limite la production protéique. Cette stabilité est 
assurée par les processus de coiffage de l’extrémité 5’ de l’ARNm et par l’ajout d’une 
polyadénylation à l’extrémité 3’ (Mullick et Massie, 2010). La maturation des ARNm est 
également caractérisée par un processus appelé «épissage». Les gènes de mammifères sont 
composés de séquences non-codantes appelées «introns», qui ont un rôle possible dans 
l’efficacité du transport des ARNm au cytoplasme et dans leur maturation (Brinster et al, 
1988). 
 
Une fois au cytoplasme, l’ARNm se lie, via sa structure coiffe en 5’, à la sous-unité 
ribosomale 40S, celle-ci étant préalablement liée à un ARN de transfert portant une 
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méthionine (ARNt-met). Selon le modèle du balayage, la sous-unité 40S se déplace le long 
de l’ARNm afin de trouver le premier codon d’initiation (AUG) de la traduction. Certains 
facteurs d’initiation de la traduction jouent des rôles importants dans le processus, 
notamment eIF3 et eIF1A qui ont pour fonction de maintenir les sous-unités 40S et 60S 
séparées afin de permettre la liaison de l’ARNm. De plus, eIF4A et eIF4B interfèrent avec 
la formation de structures secondaires dans l’ARNm afin de faciliter la migration de la 
sous-unité 40S sur ce dernier. Il a été démontré que le codon d’initiation de la traduction 
est inscrit dans une séquence consensus plus large, nommée séquence de Kozak 
(A/GCCAUGG), qui permet d’augmenter l’efficacité de l’initiation de la traduction 
(Kozak, 1984). Lorsque le codon d’initiation est trouvé sur l’ARNm,  il s’ensuit le 
recrutement de la sous-unité ribosomale 60S et le début de l’élongation. 
 
Lorsque la traduction du transcrit est terminée, la protéine produite est sujette à des 
modifications post-traductionnelles lors de son passage dans différents compartiments 
cellulaires. Ces modifications, dont le clivage protéolytique, la formation des ponts di-
sulfures, la glycosylation, la carboxylation, l’hydroxylation et l’amidation, pour n’en 
nommer que quelques exemples, sont effectuées par diverses enzymes dans différents 
contextes (Walsh et Jefferis, 2006). Celle qui nous intéresse le plus dans la production de 
protéines recombinantes est la glycosylation, qui survient grâce à une chaîne d’événements 
catalytiques ordonnés dans l’espace et le temps (Wong et al, 2003). Il a été démontré que 
le profil de glycosylation des protéines recombinantes produites dans la cellule a un rôle 
essentiel dans le repliement adéquat, le ciblage protéique, le transport, l’activité 
biologique, la stabilité, le potentiel immunogène, etc. (Berlec et Strukelj, 2013). Ce profil 
de glycosylation est déterminé par la présence des enzymes catalysant les modifications 
dans les systèmes d’expression, et par les conditions de culture (Werner et al, 1998; 
Jenkins et al, 1996). L’efficacité de l’expression d’une protéine recombinante et son 
activité biologique (dans le cas d’un thérapeutique, par exemple) dépendent donc 
fortement de son profil glycosidique (Jenkins et al, 1996). Dans le cas où celui-ci ou 
d’autres modifications post-traductionnelles ne sont pas adéquates, les protéines produites 
peuvent adopter une conformation inappropriée, ne pas être sécrétées dans le cas de 
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protéines sécrétées, ou être dégradées par protéolyse à l’intérieur de la cellule (Mosser et 
Massie, 1994). 
 
Maintenant que les processus cellulaires fondamentaux qui ont un impact sur la production 
de protéines recombinantes ont été discutés, nous détaillerons les différents systèmes 
d’expression utilisés en industrie. 
 
 
2.2  Quelques systèmes d’expression utilisés 
2.2.1 La production en bactéries 
L’expression de protéines recombinantes dans un système bactérien se fait 
majoritairement avec l’espèce E. coli, qui a l’avantage d’être excessivement bien 
documentée. Ce système permet d’avoir une production protéique qui est très rapide et 
efficace, est facile à manipuler, et est beaucoup moins cher que les autres systèmes 
existants. On l’utilise entre autres pour la production de fragments de protéines, par 
exemple dans le cas de fragments d’anticorps, afin que le temps nécessaire pour leur 
production en assez grande quantité soit minimisé avant d’entrer en essais cliniques 
(Birch et Racher, 2006). Plus d’essais cliniques et de recherche fondamentale peuvent 
ainsi être effectués grâce à ce système. Plusieurs vecteurs d’expression sont également 
adaptés et facilement accessibles pour ce genre de système (Baneyx, 1999). Cependant, 
les protéines d’intérêt produites chez E. coli sont rarement sécrétées dans le milieu 
extérieur, étant plutôt dirigées vers des compartiments cellulaires ce qui rend le 
processus de récolte plus complexe (Berlec et Strukelj, 2013). Aussi, certains codons 
reconnus chez les eucaryotes ne le sont pas dans le code génétique procaryote, ce qui 
rend la traduction de certaines protéines inefficace (Kane, 1995). L’obstacle majeur des 
systèmes procaryotiques est toutefois la différence significative qui existe avec les 
eucaryotes dans le traitement (processing) post-traductionnel des protéines produites. 
Ainsi, la production de protéines recombinantes eucaryotes chez E. coli se fait sans 
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modifications  post-traductionnelles complètes, ce qui résulte en une production de 
protéines dénaturées et inactives, pouvant former des agrégats insolubles. E. coli peut 
toutefois être utile pour la production de protéines recombinantes ne nécessitant pas de 
modifications post-traductionnelles pour la bioactivité (Braun et LaBaer, 2003; Birch 
et Racher, 2006). L’IFN-α et l’IFN-β sont des exemples de biologiques produits chez 
E. coli (Berlec et Strukelj, 2013) 
  
 2.2.2 La production en levures 
La production de protéines hétérologues en levures s’effectue majoritairement chez les 
espèces Saccharomyces cerevisiae et Pichia pastoris. Ces microorganismes ont 
l’avantage d’être très bien connus aux niveaux métabolique et génétique, étant utilisés 
dans plusieurs procédés de fermentation de l’industrie alimentaire. Ils génèrent 
également un rendement en protéines élevé, et plusieurs vecteurs d’expression ont été 
conçus pour la production protéique recombinante dans ce système (Romanos, 1995; 
Romanos et al, 1992).  Quoiqu’étant un eucaryote simple, la levure présente plus de 
ressemblances au niveau du traitement (processing) post-traductionnel des protéines 
avec les cellules de mammifères, notamment le repliement,  que les procaryotes. 
Toutefois, ces modifications, comme la glycosylation et la syalilation, sont souvent 
incomplètes comparativement à ce qu’on retrouve chez les mammifères, ce qui 
engendre un produit dont l’activité peut être compromise en plus d’être potentiellement 
immunogénique (Montesino et al, 1998). Les protéines hétérologues de grande taille 
sont également difficilement sécrétées vers l’extérieur de la cellule (Romanos, 1995). 
L’hormone de croissance humaine, l’insuline et le glucagon sont des exemples de 
thérapeutiques produits dans les levures (Berlec et Strukelj, 2013). 
 
2.2.3 La production en cellules d’insecte 
  Spodoptera frugiperda et Trichoplusia ni sont parmi les espèces de cellules d’insecte 
les plus utilisées pour produire des protéines hétérologues. Cette production se divise 
en deux phases : les cellules croissent et atteignent la densité voulue, puis les cellules 
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sont infectées par un baculovirus, un virus dont le tropisme est spécifique aux cellules 
d’insecte. Le baculovirus posssède dans son génome le gène de la polyhédrine, une 
protéine non essentielle pour la réplication impliquée dans la formation des inclusions 
virales, qui est sous contrôle d’un promoteur fort. En remplaçant le gène de la 
polyhédrine par un transgène d’intérêt, ce dernier sera sous contrôle du promoteur et 
pourra être exprimé en grande quantité. Ainsi, durant l’infection des cellules d’insecte 
par le baculovirus recombinant, le transgène pourra être exprimé fortement au moment 
où la polyhédrine l’aurait été, et ainsi produire la protéine d’intérêt (Contreras-Gómez 
et al, 2013). Cependant, ce système, comme les levures, est incapable de produire des 
glycoprotéines complètement actives chez les mammifères, notamment à cause de 
glycosylations incomplètes (sialylation absente) sur les protéines produites. Le 
potentiel immunogénique de ces modifications est également présent (Baldi et al, 
2007).  
 
 2.2.4 La production en cellules de mammifère  
Les cellules de mammifère ont été le système d’expression principalement utilisé pour 
la production de protéines thérapeutiques durant les 25 dernières années et engendrent 
près des deux tiers des revenus des produits biologiques (Altamirano et al, 2013; 
Berlec et Strukelj, 2006). Entre 2006 et 2010, plus de la moitié des thérapeutiques ont 
été produits dans les cellules de mammifère, plus particulièrement dans les lignées 
cellulaires BHK (Baby Hamster Kidney), NS0 (Mouse Myeloma-Derived), HEK293 
(Human Embryonic Kidney), PerC6 (Human Retina-Derived) et CHO (Chinese 
Hamster Ovary) (Kim et al, 2012). La production dans les CHO représente d’ailleurs 
près des trois quarts de la production totale de protéines recombinantes thérapeutiques 
humaines (Jayapal et al, 2007). Contrairement à ses homologues décrits 
précédemment, les cellules de mammifère, étant des eucaryotes plus complexes, sont 
en mesure d’effectuer des modifications post-traductionnelles complètes sur les 
protéines produites et les sécréter efficacement (Durocher et Butler, 2009; Wong et al, 
2003). Cela permet d’avoir un des meilleurs rendements en termes de protéines 
biologiquement actives chez l’humain produites, et de produits de constante uniformité 
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(Birch et Racher, 2006). Par contre, les cellules de mammifère sont caractérisées par un 
rythme de croissance plutôt lent (temps de génération d’environ 20 heures 
comparativement à 20 minutes pour les bactéries), une consommation rapide des 
nutriments du milieu, une production élevée en métabolites toxiques (lactate, 
ammonium, etc.) contribuant à altérer la culture et la qualité de la production protéique, 
et elles entrainent des coûts de culture plus élevés. En bref, ce système assure une 
bonne qualité du produit, mais le rendement protéique total est bas comparativement 
aux autres systèmes (Altamirano et al, 2013, Berlec et Strukelj, 2013). Les nombreux 
développements et améliorations constantes de ce système d’expression le rendent 
toutefois toujours plus intéressant pour l’industrie biopharmaceutique (Pham et al, 
2006). En effet, les avancées des méthodes de culture, des bioprocédés et de 
l’ingénierie métabolique des cellules de mammifères contribuent à augmenter les 
rendements protéiques. 
 
Tableau II : Propriétés et caractéristiques de certains systèmes d’expression discutés. Tiré et 
adapté de Schmidt (2007). 
 
Propriété Bactérie Levure Cellules 
d’insecte  
Cellules de 
mammifère 
Croissance Rapide Rapide Lente Lente 
Besoin en nutriments Minimal Minimal Complexe Complexe 
Coût des milieux de 
culture 
Bas Bas Élevé Élevé 
Rendement protéique 
potentiel 
Élevé Élevé Bas Bas 
Capacité de glycosylation Limitée 
Élevée, mais 
incomplète 
Élevée, mais 
incomplète 
Élevé 
Capacité de modification 
protéique 
Limitée 
Élevée, mais 
incomplète 
Élevée, mais 
incomplète 
Élevé 
Risque de contamination 
rétrovirale 
Bas Bas Élevée Élevée 
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 2.3  Les cellules CHO 
Les cellules CHO représentent le type de cellules de mammifère hôte le plus utilisé dans 
l’industrie biopharmaceutique pour la production de protéines thérapeutiques à grande 
échelle (Kim et al, 2012). Plusieurs raisons expliquent ce choix. Premièrement, les cellules 
CHO sont considérées comme une plateforme d’expression démontrée sécuritaire depuis 
plus de 20 ans, ce qui facilite l’approbation de mise en marché des produits thérapeutiques 
dérivés de ces cellules par les agences comme la FDA (Wurm, 2004).  Deuxièmement, elles 
ont la capacité d’effectuer des modifications post-traductionnelles complexes sur les 
protéines produites, ce qui est nécessaire pour leur bioactivité chez l’humain. 
Troisièmement, plusieurs systèmes d’amplification génique bien établis chez les cellules 
CHO, dont le premier à avoir été décrit est celui de la dihydrofolate réductase, permettent 
de compenser pour le faible rendement (ces systèmes seront discutés un peu plus loin) 
(Urlaub et al, 1983). Enfin, les cellules CHO peuvent être adaptées pour la croissance dans 
un milieu de culture sans sérum, milieu qui est utilisé pour la production de thérapeutique à 
grande échelle (Kim et al, 2012). Elles peuvent également croître en suspension à très haute 
densité, ce qui facilite leur culture à grande échelle.  
 
 
2.4  Bioprocédé général de production dans les cellules CHO 
De l’ADNc au bioréacteur, la production de protéines recombinantes doit être exécutée 
selon un procédé strict qui a pour finalité de maximiser la quantité de protéines produites 
dans les meilleurs délais tout en assurant la qualité du produit (Wong et al, 2003).  
 
 2.4.1 Les vecteurs d’expression 
À l’échelle moléculaire, l’ADNc codant pour la protéine d’intérêt est inséré dans un 
plasmide de quelques kilobases qu’on désigne «vecteur d’expression». Ce dernier 
possède habituellement une origine de réplication, des cassettes pour effectuer une 
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sélection en bactérie et/ou en cellules eucaryotes, un promoteur fort placé en amont du 
gène d’intérêt à transcrire, des séquences enhancers et des éléments impliqués au 
niveau post-transcriptionnel (introns, signal de polyadénylation, 5’«UTR» comprenant 
la séquence de Kozak, 3’«UTR», etc.) (Baldi et al, 2007; Birch et Racher, 2006; 
Kayser et al, 2006; Mariati et al, 2010). Ces derniers augmentent la stabilité, facilitent 
le transport des ARNm produits, et augmentent le taux d’initiation de la traduction, ce 
qui a un effet positif sur le niveau de production (Hannig et Makrides, 1998). Bien 
qu’une multitude de combinaisons d’éléments soient possibles dans la conception d’un 
vecteur d’expression, il n’y a pas de vecteur universel qui soit optimal pour tous les 
procédés de production. Il faut donc s’assurer de la qualité du vecteur qu’on utilise 
selon les conditions de la situation. Le développement des connaissances dans le 
domaine de la régulation génique continuera toutefois de contribuer à optimiser la 
conception de vecteurs d’expression toujours plus efficaces et diversifiés (Mullick et 
Massie, 2010). 
 
 2.4.2 Véhicules de transfection 
Une fois conçu, le vecteur d’expression est par la suite transfecté dans un système 
d’expression hôte, ce dernier permettant la transcription de l’ADNc sur le vecteur, la 
traduction des transcrits générés et l’expression de la protéine d’intérêt. Comme il a été 
mentionné précédemment, il existe une grande variété de systèmes d’expression 
utilisés pour la production de protéines recombinantes. Pour les besoins de la 
description du procédé général, nous utiliserons les cellules de mammifère comme 
exemple de système d’expression hôte.  
 
Avant d’utiliser une lignée cellulaire hôte pour l’expression de protéines 
recombinantes, il a fallu préalablement la caractériser afin d’en assurer l’innocuité et 
l’efficacité.  En effet, elle doit être en mesure d’atteindre une grande productivité, 
posséder les caractéristiques de croissance nécessaires pour y parvenir, et produire les 
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modifications post-traductionnelles nécessaires pour la fonction du produit (par 
exemple les glycosylations chez les anticorps) (Birch et Racher, 2006).  
 
La transfection d’ADN nu dans des cellules est grandement inefficace. Pour remédier à 
ce problème, il existe plusieurs agents de transfection utilisés en biotechnologie pour 
assurer le transport des transgènes à l’intérieur de la cellule et du noyau, notamment les 
vecteurs viraux et les vecteurs non-viraux (Pham et al, 2006). 
 
Les vecteurs viraux sont des particules virales modifiées par génie génétique 
afin d’empêcher toute réplication virale dans les cellules hôtes (Kay et al, 
2001). Ils profitent toutefois des millions d’années d’évolution qui ont permis 
aux virus d’acquérir des processus très efficaces d’entrée et de livraison 
d’acides nucléiques dans les cellules. Parmi les virus utilisés, on retrouve entre 
autres les adénovirus, les baculovirus, les lentivirus, etc. (Pham et al, 2006; 
Baldi et al, 2007) Les principaux inconvénients à l’utilisation des vecteurs 
viraux sont la probabilité de les voir redevenir compétents pour la réplication, la 
complexité et la durée des manipulations qui leur sont associées, et les coûts 
associés à leur production (Crystal, 1995). Une fois traversés les membranes 
cytoplasmique et nucléaire, les vecteurs d’expression portés par les vecteurs 
viraux décapsidés sont pris en charge par la machinerie transcriptionnelle de la 
cellule. 
 
Les méthodes de transfection non virales utilisent des vésicules naturelles ou 
synthétiques pour compacter, protéger et livrer les acides nucléiques dans la 
cellule. Par opposition aux vecteurs viraux, celles-ci sont moins coûteuses, plus 
simples à manipuler et offrent une meilleure stabilité dans la cellule.  
L’efficacité du transfert d’ADN est toutefois plus limité (Pham et al, 2006; 
Davis, 2002). Les méthodes comprennent entre autres le traitement au 
phosphate de calcium (CaPi), l’électroporation, la lipofection et le transfert via 
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la liaison de l’ADN à des polymères peptidiques. Après leur pénétration au 
travers de la membrane cytoplasmique par endocytose, les véhicules non viraux 
se libèrent du transport endocytique et sont transportés au noyau, où ils 
relâchent les vecteurs d’expression (Paris et al, 2008; Grosse et al, 2006). 
L’agent de transfection majoritairement utilisé dans les cellules de mammifère 
est un polymère polycationique : le polyéthylènimine (PEI) (Raymond et al, 
2011). Il sera discuté plus loin. 
 
  2.4.3 Pools stables et expression transitoire 
La méthode la plus répandue pour la production de protéines recombinantes dans les 
cellules de mammifères consiste à intégrer dans le génome, de manière stable, le 
transgène codant pour la protéine d’intérêt. Ceci est possible grâce à l’action de 
nucléases qui linéarisent le vecteur d’expression contenant le transgène, puis de 
recombinases qui l’insèrent aléatoirement dans le génome (Berlec et Strukelj, 2013). 
Le vecteur d’expression portant le transgène d’intérêt doit contenir un marqueur de 
sélection, c’est-à-dire un gène de résistance à un antibiotique (puromycine, G418, etc.) 
ou à un inhibiteur enzymatique (méthionine sulfoximine, méthotrexate, etc.) afin de 
sélectionner les cellules dans lesquelles ces événements se sont produits (Wong et al, 
2003; Birch et Racher, 2006). La population de cellules générée, appelée pool stable, 
peut donc répliquer le transgène et exprimer la protéine d’intérêt sur de nombreuses 
générations cellulaires. La population d’un pool stable est cependant très hétérogène en 
termes d’expression de la protéine d’intérêt.  En effet, certaines cellules, lors de la 
transfection, auront intégré très peu de copies du transgène dans leur génome alors que 
d’autres en auront intégré plusieurs. Une expression élevée est plus probable chez les 
cellules qui ont intégré plusieurs copies du transgène, mais n’est pas absolue étant 
donné la multitude de processus cellulaires influençant l’expression autres que le 
nombre de copies de transgène (Birch et Racher, 2006).  Par exemple, quelques copies 
de gène intégré stablement dans un emplacement où la chromatine est très active sur le 
plan transcriptionnel pourraient avoir un potentiel de production protéique plus grand 
qu’un grand nombre de copies insérées dans un endroit transcriptionnellement moins 
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actif (Wong et al, 2003). De plus, avec certains systèmes de sélection comme ceux de 
la glutamine synthétase ou dihydrofolate réductase (discutés plus loin),  les vecteurs 
d’expression (ou certaines de leurs régions) intégrés au génome subissent un 
phénomène d’amplification génique, amplifiant par le fait même le nombre de copies 
du transgène d’intérêt. En effet, les cellules qui survivent à des concentrations 
croissantes de l’agent de sélection sont celles où des événements de duplication et de 
recombinaison du gène conférant la résistance sont survenus (Trask et Hamlin, 1989). 
Le nombre de copies du transgène d’intérêt, par l’amplification génique, peut ainsi être 
augmenté jusqu’à plusieurs centaines par cellule, ce qui a un impact sur l’intensité de 
son expression. Il peut cependant y avoir une perte d’expression durant l’amplification 
si le transgène inséré possède un caractère cytotoxique (Kingston et al, 2002). 
 
L’étape suivant l’établissement d’un pool stable consiste à rechercher parmi celui-ci les 
plus hauts producteurs de protéines recombinantes. La durée et la complexité de cette 
étape, qui peut s’échelonner sur plusieurs mois, constituent des obstacles majeurs pour 
l’optimisation des rendements. Plusieurs méthodes ont été mises au point afin d’isoler 
et caractériser les hauts producteurs, leur proportion dans le pool étant relativement très 
faible. Parmi celles-ci, on retrouve la méthode de la dilution limite qui consiste à 
établir des dilutions du pool de cellules dans une plaque 96 puits en augmentant 
graduellement le facteur de dilution à chaque puits, jusqu’à ce qu’on arrive à une 
densité théorique de moins d’une cellule par puits. L’observation des puits au 
microscope permet de confirmer la présence d’une cellule et de la mettre en culture 
pour générer des clones. Ces clones sont par la suite testés pour leur production 
protéique recombinante afin de sélectionner les hauts producteurs (Caron et al, 2009). 
Bien que cette méthode ait été automatisée, elle nécessite toutefois plusieurs rondes de 
dilutions limites afin de s’assurer d’avoir un seul clone par puits observés (Browne et 
Al-Rubeai, 2007; Wewetzer et Seilheimer, 1995). D’autres méthodes de ciblage et 
d’isolation de hauts producteurs ont été développées afin de réduire la durée du 
processus. L’utilisation de la protéine verte fluorescente (GFP) dont le gène est en 
fusion transcriptionnelle avec le gène d’intérêt permet, par co-expression avec la 
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protéine d’intérêt, d’isoler des hauts producteurs beaucoup plus rapidement qu’avec les 
dilutions limites (Wong et al, 2003; Bennett et al, 1998; Yuk et al, 2002). Une intensité 
élevée du signal de fluorescence émis par la GFP corrèle avec une expression élevée du 
transgène d’intérêt,  permettant de cibler et trier les hauts producteurs des faibles 
producteurs dans un pool de cellules (Wong et al, 2003). Ces hauts producteurs sont 
observés par microscopie, et repiqués en culture par FACS ou micromanipulateurs 
(Caron et al, 2009). Or, dans un contexte de production de thérapeutiques administrés à 
des humains, l’insertion d’un marqueur fluorescent en fusion avec la protéine 
recombinante d’intérêt peut s’avérer être un problème (Wong et al, 2003). L’utilisation 
d’anticorps secondaires marqués qui ciblent la protéine d’intérêt permet de remédier à 
ce problème. C’est d’ailleurs ce qui est utilisé dans la récente méthode du Fluorescent 
labelling in semi-solid medium (FLSSM), en combinaison avec un milieu de culture 
semi-solide à base de methyl-cellulose. Ce dernier est caractérisé par une grande 
viscosité, ce qui permet la croissance de colonies de cellules ponctuelles et limite la 
propagation des protéines d’intérêt sécrétées dans le milieu, les gardant en proximité de 
la colonie. Avec cette méthode, les caractéristiques de croissance et d’expression des 
colonies peuvent être observées, et les clones sélectionnés peuvent être repiqués en 
culture afin de produire une lignée cellulaire qui sera utilisée pour les étapes 
subséquentes de production. On peut donc sélectionner des hauts producteurs sans 
avoir à tester des centaines de clones du pool pour leur productivité, ce qui diminue 
énormément la durée du processus (Caron et al, 2009). 
 
La production en pools stables demeure la méthode qui procure les plus hauts 
rendements en termes de production protéique recombinante (Wurm, 2004). 
Cependant, l’expression génique transitoire est un protocole de production alternatif 
dont la mise à l’échelle et le rendement sont en fort développement depuis les dernières 
années (Geisse, 2009). Grâce à cette méthode, le temps requis pour produire et récolter 
la protéine d’intérêt est réduit de plusieurs mois à quelques semaines seulement, ce qui 
représente un potentiel de rendement très intéressant pour le futur (Raymond et al, 
2011). La rapidité de production de l’expression transitoire est également très 
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intéressante pour la recherche fondamentale, notamment pour la caractérisation 
biochimique de protéines et les études précliniques (Mariati et al, 2010). Le protocole 
est différent de celui que l’on utilise pour la mise en place de pools stables. En 
transitoire, on transfecte le vecteur d’expression sans appliquer de pression de sélection 
quant à l’intégration du transgène dans le génome. Ainsi, de nombreuses copies du 
transgène, portées par les vecteurs d’expression transfectés, se localisent au noyau sous 
forme d’épisomes et sont exprimés par la machinerie cellulaire de façon maximale de 
deux à six jours suivant la transfection. Suivant ce délai, on observe une diminution de 
l’expression du vecteur due principalement à sa dégradation (Subramanian et Srienc, 
1996). On obtient donc une production protéique appréciable très rapidement, étant 
donné que les étapes de sélection de pools et de clones sont absentes du procédé. La 
productivité limitée de ce procédé demeure toutefois un obstacle pour son utilisation à 
grande échelle dans l’industrie (Backliwal et al, 2008). Les cellules CHO et HEK293 
sont les plus utilisées pour les productions de thérapeutiques par expression génique 
transitoire. Les cellules CHO offrent cependant de moins bons rendements que les 
HEK293, étant plus difficilement transfectables que ces dernières (Baldi et al, 2007). 
 
  2.4.4 Culture cellulaire en bioréacteurs 
Une fois la mise en place de  lignées stables ayant les caractéristiques de croissance et 
d’expression protéique recombinante appropriées faite, on teste leur croissance et leur 
productivité dans un milieu de culture sans sérum (Kim et al, 2012). Les milieux de 
culture pour la production biopharmaceutique à grande échelle ne contiennent pas de 
sérum animal étant donné les risques potentiels que peuvent représenter certains 
constituants du sérum animal pour l’humain, comme les contaminants viraux et les 
prions (Birch et Racher, 2006). Alternativement, on utilise un milieu défini synthétique 
contenant des peptides, des facteurs de croissance, des protéines, des lipides et des 
glucides adapté pour le type cellulaire en culture. On cherche donc à valider les 
caractéristiques observées des lignées sélectionnées dans ce type de milieu de culture 
avant de les utiliser en production (Berlec et Strukelj, 2013). 
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La production protéique à grande échelle nécessite la culture d’une lignée hautement 
productrice habituellement dans des bioréacteurs en acier inoxydable sous agitation de 
grande capacité pouvant atteindre 20 000 litres. On utilise généralement des cultures de 
cellules en suspension plutôt que des cultures adhérentes, mais cela dépend du type 
cellulaire utilisé. Les cultures en suspension ont l’avantage de pouvoir croître à des 
plus hautes densités cellulaires, ce qui est favorable pour la productivité et qui explique 
la préférence de ce type de culture pour la production biopharmaceutique. Les 
conditions de croissance dans les bioréacteurs sont finement contrôlées afin 
d’optimiser le processus. Parmi ces conditions, on retrouve notamment le pH, la 
quantité d’oxygène dissoute, la température, la concentration en CO2, l’agitation et la 
concentration de certains métabolites dans le milieu, etc. (Birch et Racher, 2006). Il 
existe trois modes de culture pour les cellules en suspension : culture fermée (batch), 
culture en alimentation continue (fed-batch) et par perfusion continue (Berlec et 
Strukelj, 2013).  
 
1) La culture fermée consiste en l’inoculation de cellules dans un volume défini de 
milieu de culture et dans un système fermé. La culture prend fin avec la récolte du 
surnageant ou des cellules lorsqu’elles ont atteint la densité voulue (Berlec et 
Strukelj, 2013).  
 
2) La culture en alimentation continue est un mode très utilisé dans les 
biopharmaceutiques pour la production à grande échelle et est similaire au mode 
fermé, mais en système ouvert. En effet, on ajoute des nutriments essentiels à 
certains intervalles de temps durant la culture dans le bioréacteur, permettant aux 
cellules d’atteindre des densités plus élevées sur une période plus grande, ce qui 
améliore ainsi les niveaux de production (Ye et al, 2009; Birch et Racher, 2006). 
En général, la production est divisée en deux étapes : la phase de croissance où les 
cellules atteignent une densité cellulaire optimale pouvant atteindre 10
7
 cellules 
par millilitre, et la phase de production où la croissance est ralentie afin de diriger 
le métabolisme cellulaire vers la production protéique et limiter la relâche de sous-
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produits toxiques, comme le lactate et l’ammonium, dans le milieu (Birch et 
Racher, 2006; Berlec et Strukelj, 2013). On utilise une transition de la température 
d’incubation de 37°C à 30-32°C pour ralentir la croissance durant la deuxième 
phase, ce qui augmente également la transcription transgénique et la stabilité des 
ARNm (Kauffmann et al, 1999; Wulhfard et al, 2008). Il a été démontré qu’il est 
possible d’atteindre des rendements protéiques 14 fois plus grands en effectuant ce 
changement de température en deuxième phase de culture (Gaillet et al, 2007). 
 
3) Le mode par perfusion continue consiste en un système ouvert à l’entrée et à la 
sortie, étant donné qu’on ajoute continuellement du milieu de culture frais au 
bioréacteur et qu’en contrepartie on lui extrait du milieu, contenant la protéine 
d’intérêt produite, au même rythme (Birch et Racher, 2006). Ce mode nécessite 
évidemment que les cellules soit retenues dans le bioréacteur et de multiples 
dispositifs existent à cet égard (Voisard et al, 2003). Il peut également être utilisé 
pour des cultures plus denses et de plus longue durée, ce qui permet d’avoir un 
meilleur rendement de production (Deo et al, 1996; Mercille et al, 2000). Malgré 
la complexité du processus et l’équipement requis, il y a de plus en plus 
d’industries qui adoptent ce procédé notamment à cause de l’investissement qu’il 
représente. En effet, on peut utiliser des bioréacteurs de plus faibles capacités (10 
à 20 fois plus faibles) pour générer une productivité volumétrique jusqu’à cinq fois 
plus élevée (Birch et Racher, 2006; Pollock et al, 2013). 
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Figure 1 : Schématisation des trois modes de culture pour cellules en suspension. Tiré et 
adapté de Birch et Racher (2006).  
 
 
2.4.5 Purification protéique 
La dernière étape du procédé de production discutée est celle de la purification dans le 
but d’isoler les protéines d’intérêt produites et d’éliminer les contaminants. Dans le cas 
des anticorps recombinants, on utilise majoritairement la chromatographie par affinité 
à la protéine A, cette dernière étant une protéine structurale de la paroi cellulaire de 
Staphylococcus aureus. Son utilité provient du fait qu’elle se lie avec haute affinité à la 
portion Fc des plusieurs classes d’anticorps IgG de diverses espèces et permet ainsi de 
purifier ceux-ci du surnageant de culture cellulaire (Hober et al, 2007). Cette étape est 
généralement suivie d’une ou quelques purifications subséquentes par chromatographie 
à échange d’ions ou par chromatographie d’exclusion stérique, afin de réduire au 
maximum la présence de contaminants provenant des cellules ou du milieu de culture 
(protéines cellulaires, protéine A, acides nucléiques, etc.). On doit également ajouter 
une étape de filtration afin d’éliminer toute présence potentielle de particules virales. 
Un rendement de 60% à 80% d’anticorps est généralement obtenu suite aux étapes de 
purification (Birch et Racher, 2006). 
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Figure 2 : Schéma général du procédé de production de protéines recombinantes dans les 
cellules de mammifère. Tiré de BiologicsCorp (2013). 
 
 
3. Optimisation de la plateforme d’expression CHO 
 
La première isolation et caractérisation des cellules CHO sont survenues en 1956 par 
Theodore Puck (Wurm et Hacker, 2011). Avec l’avènement des technologies d’expression de 
protéines recombinantes, elles sont maintenant très bien connues métaboliquement et 
structuralement, étant l’hôte principal pour la production de thérapeutiques humains.  De 
nombreux outils biotechnologiques et améliorations biochimiques ont été apportés à cette 
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plateforme d’expression, qui possède un énorme potentiel. Ces développements survenus au 
cours des 25 dernières années (Figure 3), notamment en protéomique, génomique et 
métabolomique, seront discutés ici.  
 
 
 
Figure 3 : Augmentation de la densité cellulaire dans les cultures par l’optimisation des 
méthodes de culture et des titres d’anticorps obtenus de 1990 (motifs noirs) à 2005 (motifs 
blancs). Tiré de Birch et Racher (2006). 
 
 
 3.1 Ingénierie cellulaire de la lignée hôte 
L’ingénierie cellulaire est une stratégie qui a été utilisée dans le but d’augmenter la capacité 
de cellules hôtes à produire des protéines hétérologues bioactives (Mosser et Massie, 1994). 
La lignée de cellules CHO, ayant l’avantage d’être facile à manipuler, a été sujette à 
plusieurs processus d’optimisation au cours des dernières années. 
 
  3.1.1 Modifications des voies apoptotiques 
L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un processus physiologique 
homéostatique essentiel préservant l’équilibre entre la mort et la prolifération cellulaire 
d’une culture ou d’un tissu. Elle permet entre autres d’éliminer des cellules qui sont 
non fonctionnelles ou qui pourraient être potentiellement dangereuses (Mosser et 
Massie, 1994). Cependant, dans un contexte d’optimisation de production protéique,  
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l’apoptose constitue un phénomène qui influence négativement celle-ci par la 
diminution de la concentration des cellules viables en culture et la durée de la culture 
(Lee et al, 2009). L’ingénierie cellulaire permet de repousser la limite de production 
protéique à un plus haut niveau avant d’atteindre le déclenchement de l’apoptose par la 
cellule. 
 
Pendant la culture de cellules CHO, plusieurs stimuli peuvent enclencher le processus 
d’apoptose : stress relié au manque de nutriments ou à l’augmentation de la 
concentration en déchets métaboliques (ammonium, lactate) dans le milieu, stress 
osmotique, augmentation de la quantité de protéines mal repliées dans le réticulum 
endoplasmique, etc.  (Kim et al, 2012). D’ailleurs, maximiser la production protéique 
recombinante entraîne un stress étant donné qu’on engorge et surutilise plusieurs 
processus cellulaires. Interférer avec les causes du déclenchement apoptotique des 
cellules CHO a donc été une stratégie d’optimisation du processus de culture. Des 
lignées de cellules CHO ont ainsi été génétiquement modifiées afin de réduire leur 
production d’ammonium, par la surexpression de la glutamine synthétase, de la 
carbamoyl phosphate synthétase I et de l’ornithine transcarbamoylase (Zhang et al, 
2006; Park et al, 2000). Ces enzymes impliquées dans le métabolisme de l’azote 
permettent de réduire la quantité d’ammonium s’accumulant dans le milieu de culture. 
De manière similaire, diminuer l’expression de la lactate déshydrogenase a pour effet 
de diminuer la production de lactate par la culture (Jeong et al, 2001).  
 
L’introduction de gènes hétérologues anti-apoptotiques comme bcl-2 par le groupe de 
Mastrangelo, et bcl-xl par le groupe de Figueroa dans les lignées CHO a permis de 
démontrer qu’on pouvait interférer avec l’apoptose des cellules en culture afin d’en 
améliorer la viabilité et le rendement (Mastrangelo et al, 2000; Figueroa et al, 2003). 
De façon similaire, la réduction de l’expression de la caspase-3, une protéine clé dans 
la cascade apoptotique, à l’aide d’ARNi dans des lignées CHO a également permis de 
réduire la mort cellulaire dans les cultures testées (Kim et Lee, 2002).  
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Lee et al ont démontré que la surexpression de protéines de choc thermique (HSPs) 
dans les CHO permettait de contrecarrer certains stimuli physiques et chimiques 
favorisant l’apoptose. En effet, les protéines de choc thermique sont une famille de 
protéines très conservées dont l’expression est induite par la cellule en situation de 
stress. Elles jouent le rôle de chaperones moléculaires afin de stabiliser et favoriser le 
repliement adéquat de protéines nouvellement produites ou mal repliées qui seraient 
destinées à l’agrégation ou la protéolyse. Le repliement adéquat des protéines est 
essentiel pour leur transport à travers le réticulum endoplasmique et le Golgi, ainsi que 
pour leur sécrétion dans le cas des protéines sécrétées (Mosser et Massie, 1994). Une 
accumulation de protéines mal repliées dans le réticulum endoplasmique est un signal 
qui déclenche la voie UPR (Unfolded Protein Response), consistant en l’expression 
importante de chaperones, ainsi que dans le déclenchement de la cascade apoptotique 
en dernier recours (Kim et al, 2012). Lee et al ont démontré que la surexpression dans 
les CHO des chaperones HSP27 et HSP70 permettait le maintien d’une viabilité 
cellulaire élevée malgré de mauvaises conditions de culture, démontrant l’effet anti-
apoptotique de cette stratégie (Lee et al, 2009).  
 
La viabilité des cellules en culture peut également être augmentée par l’introduction ou 
la surexpression de facteurs qui régulent le cycle cellulaire dans les CHO, notamment 
des proto-oncogènes, des gènes codant pour des facteurs de croissance, des inhibiteurs 
de kinase cycline-dépendante (CDK), etc. Ces facteurs permettent entre autres d’arrêter 
le cycle cellulaire en phase G1, ce qui limite les ressources cellulaires allouées à la 
croissance afin de les rediriger vers la production protéique (Fussenegger et al, 1998). 
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 3.2 Optimisation des vecteurs d’expression 
 3.2.1 Les systèmes de sélection DHFR et GS 
Afin de pouvoir sélectionner efficacement des pools ou des clones qui ont intégré dans 
leur génome le transgène d’intérêt, les deux systèmes de sélection les plus utilisés dans 
les cellules CHO sont les systèmes dihydrofolate réductase (DHFR) et glutamine 
synthétase (GS) (Birch et Racher, 2006).  
 
La fonction de la DHFR est de catalyser la transformation du  folate en 
tetrahydrofolate, un intermédiaire impliqué dans la biosynthèse de nucléosides et 
d’acides aminés. Le méthotrexate (MTX) est un analogue du folate, et se lie à la 
DHFR, ce qui a pour effet de l’inhiber et provoquer la mort cellulaire à court terme s’il 
n’y a pas de nucléosides dans le milieu de culture. Les vecteurs d’expression à 
incorporer au génome des cellules hôtes contenant le marqueur DHFR contiennent 
également le transgène à insérer, ce qui permet la sélection de cellules recombinantes. 
En effet, en ajoutant du MTX à un milieu de culture sans nucléosides, les cellules qui 
survivent et prolifèrent sont celles qui ont intégré le vecteur d’expression. On peut 
également augmenter la concentration de MTX utilisée pour la sélection, ce qui a pour 
but de sélectionner les cellules dans lesquelles l’intégration et le phénomène 
d’amplification génique (jusqu’à 1000 copies dans certains cas) sont survenus. Cela 
permet d’obtenir une expression transgénique élevée, étant donné le nombre de copies 
du transgène également amplifiée. La lignée CHO DG44 est caractérisée par la 
suppression de l’expression endogène de DHFR, ce qui permet la sélection à l’aide de 
ce système. Le désavantage de ce dernier, c’est la durée du processus nécessaire pour  
la sélection qui s’échelonne sur plusieurs mois (Kingston et al, 2002). Également, la 
sélection au MTX a été démontrée comme étant fastidieuse, et l’hétérogénéité des 
pools de cellules sélectionnées, étant très grande, résulterait en une productivité non-
optimale (Lucas et al, 1996). 
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La glutamine synthétase, quant à elle, est une enzyme essentielle impliquée dans la 
seule voie de biosynthèse de la glutamine dans les cellules de mammifère. Elle est 
inhibée par la méthionine sulfoximine (MSX), qui est utilisée pour sélectionner des 
cellules ayant incorporé un ou plusieurs copies d’un vecteur d’expression. Ainsi, on 
couple le transgène à incorporer avec le gène codant pour la GS sur les vecteurs 
d’expression de ce système, et on fait croître les cellules dans un milieu sans glutamine 
en ajoutant du MSX. Le gène GS porté par le vecteur d’expression confère une 
résistance à de faibles concentrations de MSX (20-25 uM). Les cellules qui ont 
incorporé plusieurs copies ou que les copies de GS incorporées ont subi le phénomène 
d’amplification génique peuvent être sélectionnées à de plus hautes concentrations de 
MSX (50 uM). Cela favorise la sélection de cellules qui ont plus de copies du 
transgène au sein de leur génome. La lignée cellulaire de CHO utilisée avec ce système 
est CHO-K1 (Wurm, 2013). L’avantage de ce système comparativement à DHFR, c’est 
que la durée de sélection est réduite à moins de deux mois au lieu de plus de trois mois 
(Kingston et al, 2002). 
 
3.2.2 Les S/MAR 
Les scaffold/matrix attachment regions (S/MAR) sont très utilisés dans les vecteurs 
d’expression transfectés dans les cellules CHO. Il s’agit d’éléments agissant en cis qui 
maintiennent la chromatine en une structure transcriptionnellement active, permettant 
d’augmenter la transcription d’un transgène en augmentant son accessibilité pour les 
facteurs de transcription et la machinerie de réplication. Parmi ceux-ci, on retrouve le 
MAR du lysozyme de poulet, le MAR de la β-globine humaine et le MAR de l’IFN-β 
(Kim et al, 2012). Les éléments ubiquitaires d’ouverture de chromatine (UCOE) ont 
une fonction similaire aux S/MAR, permettant d’ouvrir la chromatine et d’augmenter 
l’expression de transgènes, tel que démontré par Benton et al (2002). 
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3.2.3 Les promoteurs constitutifs 
Comme il a été mentionné précédemment, les vecteurs d’expression comprennent un 
transgène d’intérêt à exprimer sous contrôle d’un promoteur fort. Dans un contexte de 
production de protéines recombinantes, la force du promoteur est très importante afin 
de maximiser le nombre de transcrits du transgène produits et en maximiser ainsi 
l’expression. Pour ce faire, on utilise des promoteurs artificiels dérivés de promoteurs 
que l’on retrouve naturellement chez les virus, les procaryotes, les levures, les cellules 
de mammifère, etc. Les promoteurs viraux sont très utilisés étant donné qu’ils sont 
généralement plus forts que les promoteurs cellulaires. Ceci peut être expliqué par le 
fait que les virus, lors de l’infection virale d’une cellule, doivent compétitionner avec 
les promoteurs cellulaires afin de  maximiser la production de leurs propres protéines. 
Les promoteurs du cytomégalovirus (CMV), du virus simien 40 (SV40) et de la β-
actine de poulet (CAGG) sont très forts et très actifs  pour stimuler la transcription du 
gène d’intérêt dans les cellules de mammifère (Mullick et Massie, 2010; Boshart et al, 
1985, Qin et al, 2010).  
 
On appelle ces promoteurs «constitutifs», étant donné qu’ils sont actifs dans toutes 
circonstances. De plus, ils sont artificiels, car ils ont été modifiés par génie génétique 
afin de les rendre fonctionnels et plus forts dans un système d’expression donné.  En 
effet, des éléments agissant en cis et augmentant l’efficacité de la production protéique 
ont été rajoutés au promoteur minimal afin d’augmenter l’efficacité de la transcription, 
du traitement (processing) des transcrits et de la traduction des ARNm (Kim et al, 
2012). C’est le cas du promoteur constitutif CMV5, qui consiste en une configuration 
optimisée du promoteur hCMV (human CMV) (Figure 4). Cette configuration 
regroupe le promoteur minimal du hCMV (hCMV*-1 qui comprend la boite TATA), 
une séquence enhancer, ainsi que la séquence de tête tripartite de l’adénovirus de 
sérotype 5 (Ad-TPL) et son intron (Massie et al, 1998a). Le TPL permet une meilleure 
liaison avec les facteurs initiateurs de la traduction, augmentant ainsi l’efficacité de 
traduction. Ceci a été développé chez l’adénovirus afin d’avoir l’avantage sur la 
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traduction de protéines cellulaires lors d’une infection virale. Sheay et al ont montré 
que la présence du TPL dans le promoteur avait un potentiel d’augmentation de 
l’expression de 18 fois comparativement à lorsqu’il est absent (Sheay et al, 1993). De 
plus, pour être optimal, la distance entre le TPL et le codon d’initiation du transgène 
doit être réduite au maximum (Berkner et al, 1987). La séquence intronique, quant à 
elle, permet un meilleur recrutement de facteurs impliqués dans la transcription et dans 
la maturation du transcrit (Mullick et Massie, 2010). Massie et al ont démontré que la 
configuration optimisée CMV5 multiplie par six la force du promoteur CMV dans les 
HEK293, et par dix dans les cellules HeLa (Massie et al, 1998b). 
 
 
Figure 4 : Comparaison des composantes des promoteurs constitutifs CMV et CMV5. SD : 
site donneur de l’intron; SA : Site accepteur de l’intron; tpl : séquence de tête tripartite; enh : 
enhancer; pA : signal de polyadénylation; CAT : Éléments de régulation de la transcription. 
Tiré de Gaillet (2010). 
 
 
L’utilisation du promoteur CMV comporte toutefois le risque qu’il soit la cible de 
méthylation. En effet, la méthylation du promoteur principalement sur les îlots CpG a 
pour effet une répression transcriptionnelle, ce qui réduit la production protéique 
(Brooks et al, 2004). Ce phénomène serait d’ailleurs à l’origine de la grande variabilité 
de la force de ce promoteur dans différentes lignées cellulaires (Qin et al, 2010). 
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3.2.4 Les promoteurs inductibles 
Une autre famille de promoteurs est celle des promoteurs inductibles. Contrairement 
aux promoteurs constitutifs qui sont actifs en tout temps, ceux-ci ne le sont que lorsque 
l’inducteur approprié est présent dans le milieu. La nature de cet inducteur peut être 
physique (chaleur, hypoxie, stress oxydatif), comme dans le cas du promoteur régulant 
l’expression de la chaperone HSP70, qui est inductible à la chaleur (Fussenegger, 
2001; Shi et al, 1995). Lors d’un choc thermique, le promoteur peut augmenter la 
transcription du gène hsp70 de 20 à 50 fois plus qu’en condition normale (Shi et al, 
1995). L’inducteur peut également être de nature chimique (ions métalliques, acides 
gras, sucres, antibiotiques) ou protéique (hormones, cytokines).  
 
Les systèmes inductibles ont été développés au cours de l’évolution afin de permettre 
aux microorganismes de s’adapter aux conditions du milieu (Fussenegger, 2001; Shi et 
al, 1995). L’opéron lac de E. coli est un exemple classique d’un système inductible 
(induit par le lactose), et ce n’est que 25 ans après sa découverte, en 1961, qu’il a été 
utilisé à des fins biotechnologiques d’expression de gènes hétérologues (Hu et 
Davidson, 1987; Fussenegger, 2001).  
 
Les systèmes inductibles pour l’expression de protéines hétérologues sont 
habituellement très similaires à l’opéron lac quant aux éléments présents. Parmi ceux-
ci, on retrouve évidemment le ou les gènes à transcrire en aval d’un promoteur 
minimal, comme dans le cas des promoteurs constitutifs. De plus, on retrouve un 
répresseur spécifique qui reconnait et se lie à des séquences sur l’ADN nommées 
opérateurs. Idéalement, les séquences opératrices ne doivent pas être retrouvées dans le 
génome des cellules hôtes, afin de minimiser l’interférence avec la régulation d’autres 
gènes et la possible pléiotropie qui pourraient en émerger. Le nom du système est 
habituellement donné par son inducteur, qui se lie au répresseur de façon allostérique, 
ayant pour effet de modifier sa conformation. Cette modification entraine un 
changement de l’affinité du répresseur pour la séquence opératrice, ce qui lève la 
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répression et permet la transcription du gène en aval. Cette configuration de promoteur 
inductible est la configuration «répresseur» (Mullick et Massie, 2010). On utilise les 
termes ON et OFF pour désigner si le système inductible permet ou bloque la 
transcription du gène en aval. 
 
Une autre configuration employée dans les systèmes inductibles est la configuration 
«activateur», dans laquelle le domaine de liaison à l’ADN du répresseur est fusionné à 
un domaine d’activation provenant d’un activateur fort. Ainsi, lorsque l’inducteur n’est 
pas présent dans le milieu, la protéine chimérique se lie à la séquence opératrice, mais 
active la transcription plutôt que de la réprimer, grâce au domaine activateur (Mullick 
et Massie, 2010). Cette protéine chimérique est nommée «transactivateur». Deuschle et 
al ont confirmé qu’il est également possible de fusionner un domaine répresseur de la 
transcription, le domaine KRAB, au domaine de liaison à l’ADN afin de créer un 
«transrépresseur» (Deuschle et al, 1995). Ce format permet d’avoir une régulation 
mieux contrôlée de la transcription. 
 
Les systèmes inductibles à la tétracycline, à la streptogramine, aux macrolides, et 
plusieurs autres ayant été développés fonctionnent de façon apparentée à ce qui vient 
d’être décrit : par allostérie. Un autre type de système inductible est celui de la 
«dimérisation chimiquement induite». Dans ce contexte, l’inducteur vient provoquer la 
dimérisation non covalente de deux protéines (homodimérisation s’il s’agit de la même 
protéine) nécessaires pour la transactivation de la transcription. Un avantage que 
possède ce type de système sur l’allostérie, c’est la rapidité et l’efficacité avec laquelle 
on peut stopper l’activation de la transcription par l’ajout d’une molécule antagoniste 
qui empêche la dimérisation des protéines impliquées (Fussenegger, 2001). Le système 
inductible à la coumermycine est un bon exemple de ce type de régulation, la 
novobiocine étant une molécule antagoniste à l’inducteur qui freine la transcription 
efficacement (Zhao et al, 2003). 
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Les promoteurs inductibles ont plusieurs avantages pour la production de protéines 
recombinantes à grande échelle. En effet, ils permettent de maintenir le niveau de 
production de la protéine d’intérêt à un niveau basal durant l’accumulation de la 
biomasse dans la culture, allouant ainsi toutes les ressources cellulaires pour l’atteinte 
d’une densité cellulaire optimale. Une fois cette dernière atteinte, l’expression de la 
protéine d’intérêt peut être induite, favorisant ainsi une production maximale. De plus, 
certaines protéines d’intérêt peuvent être toxiques pour la cellule, ce qui rend donc 
nécessaire leur expression qu’en fin de culture. Dans le même ordre d’idées, la 
surexpression protéique imposée aux cellules pour une production maximale est un 
stress qui empêcherait une croissance optimale. Pour ces raisons, l’utilisation de 
promoteurs constitutifs pour exprimer la protéine d’intérêt serait incompatible avec une 
production optimale (Horbal et al, 2014). 
 
Pour être utilisable pour la production à grande échelle, le système inductible doit 
posséder certaines caractéristiques. Entre autres, il doit être finement contrôlable. 
Effectivement, il doit posséder un niveau d’expression basal faible lorsque non induit, 
et générer une expression élevée lors de l’induction (ratio ON/OFF élevé) par son 
inducteur spécifique, qui lui doit être bon marché et non-toxique. L’inducteur doit aussi 
être simple à utiliser et être en mesure d’induire le système selon une modulation dose-
dépendante (Horbal et al, 2014). Aussi, le système ne doit pas interférer avec les voies 
de régulation génique de la cellule hôte, et doit donc être constitué d’éléments 
d’origine hétérologue aux cellules hôtes (Fussenegger, 2001). Le système inductible à 
l’ecdysone, une hormone chez les insectes, est un bon exemple respectant cette 
dernière caractéristique, car elle n’interfèrerait pas avec les processus cellulaires dans 
un contexte de cellules de mammifère (No et al, 1996). 
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3.2.5 Le système inductible CR5 
Mullick et al ont conçu un système qui possède les caractéristiques énumérées dans la 
section précédente : le système inductible au cumate CR5 (cumate-regulated promoter) 
(Mullick et al, 2006). Ce système est dérivé des opérons cym et cmt chez la bactérie 
Pseudomonas putida F1. L’opéron cmt contient les gènes impliqués dans la conversion 
en huit étapes du p-cumate (p-isopropylbenzoate) en isobutyrate, pyruvate et acetyl 
coenzyme A (Eaton, 1997). Il est flanqué dans le génome de la bactérie par l’opéron 
cym, responsable de la conversion du p-cymène (p-isopropyltoluène) en p-cumate. Le 
cumate est donc un inducteur de ces opérons, et par conséquent, l’inducteur du système 
inductible CR5. Il s’agit d’un hydrocarbure aromatique détecté notamment dans les 
combustibles fossiles et dans les huiles volatiles de plus d’une centaine de plantes 
(Eaton, 1996). Par opposition à d’autres inducteurs, celui-ci a l’avantage d’être non-
toxique (sauf à très hautes concentrations), bon marché, hydrosoluble, et a la capacité 
de traverser les membranes cellulaires facilement. Ce n’est pas le cas des systèmes 
induits par des antibiotiques, où un risque d’accumulation et de toxicité sont présents 
(Fussenegger, 2001). Le cumate est également d’origine exogène aux cellules de 
mammifère et n’occasionne donc pas d’effets pléiotropiques dans celles-ci, 
contrairement aux hormones stéroïdes, ions métalliques, etc. (Mullick et al, 2006; 
Fussenegger, 2001)  
 
Le CR5 est constitué des mêmes éléments que le promoteur CMV5, en plus d’éléments 
de régulation tel que le répresseur CymR (Cymene Repressor) et les séquences 
opératrices CuO (Cumate Operator) au nombre de six, placées en amont du promoteur 
hCMV*-1 et du gène à transcrire. Le domaine de liaison à l’ADN de CymR est situé 
dans sa partie N-terminale et consiste en un domaine hélice-coude-hélice. Ce domaine 
a la capacité de se lier au CuO se trouvant sur chaque opéron, mais les interactions 
exactes restent cependant encore obscures. L’analyse de séquence a montré que le CuO 
constituant l’opéron cym consiste en une répétition inversée imparfaite, alors que celui 
régulant l’opéron cmt consiste en une répétition inversée parfaite (Mullick et al, 2006). 
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En fait, le CR5 a été inspiré du système inductible à la tétracycline développé par 
Gossen et Bujard, puis optimisé sous le nom de TR5 par le groupe de Bernard Massie 
(Gossen et Bujard, 1992; Massie et al, 1998a). Celui-ci comprend toutefois sept 
séquences opératrices (TetO7) auxquelles le transactivateur tTA (tetracycline 
transactivator) peut se lier. 
 
 
 
Figure 5 : Comparaison entre la séquence opératrice de l’opéron cym (P1) et de l’opéron cmt 
(P2) (en gras). Tiré de Mullick et al (2006). 
 
 
Il existe quatre configurations du système inductible au cumate utilisables pour la 
production de protéines recombinantes : répresseur, transactivateur, reverse 
transactivateur et double régulée. Seules les trois dernières mentionnées font partie du 
CR5. 
 
1) Dans la configuration «répresseur», un CuO, placé en aval du promoteur 
constitutif CMV5, rend ce dernier inductible et régule la transcription du gène 
d’intérêt. Lorsqu’il n’y a pas de cumate dans le milieu, il y a répression de la 
transcription dû à la liaison du CymR à la séquence opératrice CuO, qui 
bloque la liaison du complexe de transcription au promoteur. Lorsqu’on 
ajoute du cumate dans le milieu, il va se lier par allostérie au CymR, ce qui 
entraine un changement de conformation du répresseur et une levée de la 
répression, permettant la transcription du transgène (Mullick et al, 2006). 
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Figure 6 : Système inductible au cumate en configuration «répresseur». Tiré de Mullick et al 
(2006). 
 
 
2) Dans la configuration «transactivateur», six séquences CuO consécutives 
sont placées en amont du promoteur minimal hCMV*-1 et des éléments de 
régulation ajoutés (intron et TPL de l’adénovirus 5). Les six sites de liaison 
augmentent ainsi l’avidité du CymR pour le promoteur. Cependant, dans le 
CR5, la protéine CymR est fusionnée à un domaine activateur puissant : le 
domaine activateur de la protéine activatrice VP16 du virus Herpes simplex 
(Mullick et al, 2006). Ce domaine activateur de nature acide comportant 78 
acides aminés situé à l’extrémité C-terminale a été très étudié afin de 
connaître par quelles voies il active la transcription (Triezenberg et al, 1988). 
N’ayant pas la capacité, sauf à des concentrations très élevées, de se lier à 
l’ADN, VP16 est toutefois en mesure de recruter et de se complexer avec les 
facteurs hôtes Oct-1 et HCF, ainsi qu’à des facteurs de la machinerie de 
transcription comme TFIIA, TBP, TFIIB, TFIIH, etc. Oct-1 et HCF ayant des 
domaines de liaison à l’ADN, VP16 permet donc de recruter la machinerie de 
transcription à proximité du promoteur, étant lié à l’ADN indirectement par 
Oct-1 et HCF (Sullivan et al, 1998).  
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La protéine chimérique contenant le domaine de liaison à l’ADN CymR et le 
domaine d’activation est nommée cTA (cumate transactivator). 
Contrairement à la première configuration, lorsque le cumate est absent du 
milieu, le cTA est lié aux séquences CuO et active ainsi la transcription. 
Lorsque du cumate est ajouté au milieu, CymR quitte le promoteur, ce qui 
n’alloue qu’un niveau basal de transcription (Mullick et al, 2006). Gaillet et al 
ont montré qu’une telle configuration du CR5 était 10 fois plus forte que le 
CMV5 dans les cellules CHO qui exprime de façon stable le cTA (CHO-cTA) 
(Gaillet et al, 2007).  
 
 
 
Figure 7 : Système CR5 en configuration «transactivateur». Tiré de Mullick et al (2006) 
 
 
3) Dans la configuration «reverse transactivateur», le système possède les 
mêmes éléments de régulation, à l’exception du transactivateur. 
Effectivement, on a procédé à une mutagenèse aléatoire au niveau du domaine 
de liaison à l’ADN de CymR afin de trouver une protéine mutante qui aurait 
le phénotype inverse du cTA, c’est-à-dire la capacité de se lier aux séquences 
CuO en présence de cumate. Trois mutations ont été identifiées comme étant 
nécessaires et suffisantes pour ce phénotype : Ala
125→Val125, Glu142→Gly142 
et Met
144→Ile144. Cette configuration permet de mettre le système à ON 
lorsqu’on ajoute le cumate au milieu et non le contraire, ce qui est beaucoup 
plus pratique dans un contexte de production à grande échelle. En effet, il est 
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plutôt complexe de garder à OFF le système en ajoutant du cumate au milieu, 
pour ensuite le mettre à ON en débarrassant le milieu de molécules 
inductrices. Cette configuration permet donc d’induire le système dans des 
cellules CHO qui exprime de façon stable le rcTA (CHO-rcTA pour «reverse 
cumate transactivator») lorsque désiré, par le simple ajout du cumate au 
milieu. On obtient d’ailleurs des niveaux d’expression de transgène similaires 
à ceux obtenus avec la configuration transactivateur. Le désavantage de cette 
configuration réside au niveau du ratio ON/OFF qui est très faible, démontrant 
un manque d’étanchéité du système causée par une expression basale (non 
induite) élevée (Mullick et al, 2006).  
 
 
 
Figure 8 : Système CR5 en configuration «reverse transactivateur». Tiré de Mullick et al 
(2006). 
 
 
4) Afin de pallier à ce manque d’étanchéité, une troisième configuration du 
CR5 a été mise au point : inverse double régulée. Celle-ci fait intervenir le 
rcTA sur le promoteur CR5 de la même façon que la configuration 
précédente, mais l’expression même du rcTA est régulée par un promoteur 
CMV5-CuO (voir configuration «répresseur»). Ainsi, en absence de cumate 
dans le milieu, non seulement le promoteur CR5 est à OFF à cause de 
l’absence de transactivateurs liés à celui-ci, mais le promoteur CMV5-CuO 
qui exprime le rcTA est également réprimé par le répresseur CymR. Cette 
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double régulation permet donc d’avoir un niveau d’activation de la 
transcription du CR5 beaucoup plus bas en absence de cumate, ce qui 
contribue à diminuer le niveau basal de transcription quand le CR5 est à l’état 
OFF. En plus du ratio ON/OFF  quatre fois supérieur avec cette configuration 
comparativement à la configuration «transactivateur», elle permet également 
un niveau d’expression intéressant, supérieur à la configuration «reverse 
transactivateur» (Mullick et al, 2006). 
 
 
 
Figure 9 : Système CR5 en configuration «inverse double régulée». Tiré de Mullick et al 
(2006). 
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 3.3  Développement de bioprocédés optimisés 
  3.3.1 Milieux de culture 
Les milieux de culture utilisés pour la production dans les cellules CHO sont devenus 
plus efficaces et plus sécuritaires dans les dernières années. Il a fallu trouver des 
alternatives au sérum présent dans les formulations courantes, à cause du coût élevé du 
sérum et du risque potentiel de contaminants animaux (prions, virus) qui pourraient 
être dangereux dans le cadre de production de thérapeutiques pour l’humain (Wong et 
al, 2003). Il a donc été remplacé par l’ajout de protéines sériques tel que l’albumine, la 
transferrine et l’insuline, permettant au moins de réduire les coûts. Puis, le milieu 
chimiquement défini, moins coûteux et sans protéines animales, a été mis au point, 
rendant les étapes de purification plus faciles à exécuter. Les milieux de culture définis, 
les stratégies de culture optimisées (notamment le mode de culture par alimentation 
continue) et le suivi des conditions de culture permettent maintenant de connaître les 
besoins en nutriments de la culture, afin de maintenir une densité et une viabilité 
cellulaires élevées pour une plus longue période (Birch et Racher, 2010). Ces 
améliorations ont permis d’atteindre un niveau de production dans les CHO 20 fois 
plus élevé que ce qu’il était il y a 25 ans (Hacker et al, 2009). Améliorer les procédés 
peut toutefois entraîner des modifications au niveau du produit. Patel et al ont 
d’ailleurs démontré que le profil de glycosylation produit dans des hybridomes murins 
était variable selon la stratégie de culture utilisée (Patel et al, 1992).  
 
 3.3.2 Méthodes  de transfection 
 Des progrès sont également survenus dans les méthodes de transfection à grande 
échelle, rendant le processus de livraison de gènes au noyau des cellules hôtes plus 
efficace. En effet, beaucoup de recherches sur l’optimisation du protocole de 
transfection des cellules CHO avec le PEI à grande échelle lui ont permis de devenir un 
véhicule de transfert efficace, autant en stable qu’en expression transitoire. Le PEI est 
un polymère polycationique modérément cytotoxique qui se lie et condense l’ADN en 
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structures appelées «polyplexes». Il suscite beaucoup d’intérêt car il est, avec le CaPi, 
le véhicule non viral le plus économique et le plus efficace dans les cellules de 
mammifère en plus d’être sécuritaire. Cependant, il a l’avantage sur le CaPi d’être plus 
simple d’utilisation et plus compatible avec des milieux de culture sans sérum (Pham et 
al, 2006).  Suite à leur assemblage, les polyplexes se lient à des protéoglycans 
membranaires d’héparane sulfate avant d’emprunter la voie endocytotique (Paris et al, 
2008). Suite à leur relâche dans le cytoplasme, les polyplexes sont rapidement 
transportés au noyau par un mécanisme qui demeure encore incertain et qui est limitant 
pour l‘optimisation de l’expression transgénique (Carpentier et al, 2006). Dans ce 
compartiment, l’ADN se dissocie des polymères de PEI. Les paramètres du protocole 
de transfection avec cet agent, notamment le ratio ADN : PEI, le milieu de transfection 
et le temps d’incubation des polyplexes ont été optimisés afin d’en augmenter 
l’efficacité (Raymond et al, 2011) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Problématique  
 
Tel que décrit dans la revue de littérature précédente, le marché des protéines recombinantes 
thérapeutiques est caractérisé par une très grande demande qui n’est pas susceptible de ralentir 
à court terme. En effet, le nombre de produits biologiques qui entrent en essais cliniques ou 
qui sont approuvés pour pénétrer le marché augmentent d’année en année, ce qui fait exploser 
la demande. Les bioprocédés utilisés actuellement pour faire la production de ces produits 
biologiques dans les cellules CHO, principal type cellulaire utilisé dans l’industrie pour cette 
production, permettent d’avoir des titres protéiques intéressants, mais le bioprocédé pourrait 
être optimisé. En effet, les étapes de sélection de clones hauts-producteurs pour établir des 
lignées clonales et d’essai de ces lignées en production sont laborieuses et nécessitent 
beaucoup de temps et de recherche. Un moyen d’améliorer cette situation consiste en 
l’optimisation d’étapes en amont de la sélection de clones hauts-producteurs qui permettra 
d’obtenir des populations de cellules ayant une productivité spécifique plus élevée 
préalablement à l’étape de sélection. Cela permettra également d’augmenter la probabilité 
d’isoler des clones ayant un phénotype plus optimal pour la production que ce qui s’observe 
actuellement, augmentant ainsi le potentiel d’obtenir de meilleurs rendements par rapport aux 
coûts de production. 
 
 
Objectifs du projet 
 
À la lumière de la problématique soulevée, il faut donc trouver de nouvelles avenues afin 
d’augmenter la productivité spécifique des pools de cellules isolés préalablement aux étapes 
de sélection des meilleurs clones dans le processus. Ceci passe entre autres par l’optimisation 
des systèmes d’expression transfectés. L’objectif principal du présent projet est de tester des 
avenues potentielles pour optimiser la force et la régulation du promoteur CR5 inductible au 
cumate dans les cellules CHO. Il peut toutefois se décliner en plusieurs sous-objectifs selon les 
avenues qui seront testées. Premièrement, une séquence CuO synthétique a été développée 
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afin d’augmenter son affinité pour le domaine CymR, et ainsi améliorer la stimulation de la 
transcription. Il faudra vérifier si cette séquence permet effectivement de maximiser 
l’activation de la transcription comparativement à la séquence d’origine bactérienne 
présentement utilisée. Deuxièmement, la nature du transactivateur utilisé a un impact sur 
l’activation de la transcription par le promoteur. Il faudra ainsi tester différents 
transactivateurs afin de vérifier si on peut améliorer l’activation de la transcription par rapport 
au transactivateur actuellement utilisé. Troisièmement, le nombre de séquences opératrices et 
l’espacement qui sépare les différents constituants du promoteur ont également un impact sur 
la force des promoteurs. Il faudra donc déterminer les conditions optimales pour ces 
paramètres afin de maximiser la transcription. Finalement, on veut tester l’efficacité d’une 
nouvelle régulation du CR5, où le transactivateur serait sous le contrôle d’un promoteur 
inductible à la coumermycine. Cette régulation inductible permettrait peut-être d’augmenter la 
quantité de molécules de transactivateur produites dans la cellule et ainsi stimuler davantage la 
transcription d’un gène d’intérêt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Matériel et Méthodes  
  
 
 1. Plasmides 
 
Les plasmides de départ modifiés par sous-clonage et utilisés pour les tests d’optimisation 
sont le pAdCMV5-cTA, pAdCMV5-rcTA (VP16), le pTT75-CR5-GFP et le pVR10-GFP. 
Premièrement, le vecteur pAdCMV5-cTA(VP16) a été préalablement développé et décrit 
par le groupe de Bernard Massie du CNRC (Montréal, Canada) (Mullick et al, 2006). Les 
plasmides pAdCMV5-cTA(p65), pAdCMV5-cTA(Gal4) et pAdCMV5-cTA(B42) ont été 
également construits par le groupe de Bernard Massie par sous-clonage à partir de 
pAdCMV5-cTA(VP16) en remplaçant uniquement le domaine d’activation dans le cTA via 
la digestion et ligation aux sites de restriction NotI/PmeI. Deuxièmement, les vecteurs pTT 
ont été développés et décrits par l’équipe d’Yves Durocher (Durocher et al, 2002).  Le 
pTT75-CR5-GFP contient, en plus des composantes des vecteurs pTT, le système 
inductible au cumate (contenant 6 répétitions CuO) régulant le gène rapporteur GFP codant 
pour une protéine fluorescente présente chez Aequorea victoria et optimisée pour que 
l’intensité de la fluorescence puisse être aisément détectée dans les cellules vivantes 
(Cormack et al, 1996). Finalement, le plasmide pVR10-GFP a été développé par le groupe 
de Rénald Gilbert au CNRC (Montréal, Canada). Il contient le promoteur inductible à la 
coumermycine, composé de 12 séquences λOP placées en amont d’un promoteur minimal 
CMV. Ce promoteur régule l’expression de la GFP placée en aval, terminée d’une séquence 
de polyadénylation provenant du gène de la bêta-globine de lapin. Les plasmides générés 
par sous-clonage dans ce projet seront détaillés dans les sections suivantes, dans le contexte 
de leur utilisation. 
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 2. Cellules 
 
Les cellules utilisées pour les tests concernant l’optimisation du transactivateur et son 
expression via le système d’expression à la coumermycine proviennent de la lignée 
parentale CHO-BRI, dérivée de la lignée CHO-DXB11 développée initialement par 
l’équipe des Dr Lawrence Chasin et Dr Gail Urlaub (Wurm, 2013). Les cellules CHO-BRI 
sont des cellules adaptées pour croître en suspension dans un milieu de culture sans sérum. 
Malgré le phénotype DHFR
-
 qui caractérise la lignée CHO-DXB11, les CHO-BRI ont un 
phénotype révertant DHFR
+
, et possèdent une activité glutamine synthétase très faible 
(communication personnelle). 
 
Dans le cas des autres tests en rapport avec l’espacement et la séquence opératrice 
synthétique, les cellules utilisées sont dérivées d’un clone haut-producteur de la lignée 
cellulaire CHO-BRI, qui a été modifiée afin d’exprimer le rcTA sous contrôle du promoteur 
CMV5-CuO et du répresseur CymR (Mullick et al, 2006). Elle contient donc le premier 
niveau de régulation (celui du transactivateur) de la configuration double régulée du 
système inductible CR5. Cette lignée clonale a été désignée CHO55E3. 
 
Les cellules ont été mises en culture dans des erlenmeyers de 125 mL (Corning) en 
suspension dans le milieu sans sérum défini PowerCHO2-CD (Lonza) supplémenté de L-
glutamine (Sigma-Aldrich) à 4 mM. Les erlenmeyers sont agités à 120 rpm dans un 
incubateur maintenu à 37°C et 5% de CO2. Les passages cellulaires et les vérifications de 
viabilité/densité ont été effectués à trois reprises par semaine, inoculant en milieu frais entre 
0,1 x 10
6
 cellules/mL et 0,2 x 10
6
 cellules/mL à chaque fois. La viabilité et la densité sont 
vérifiées par exclusion au bleu de trypan (Sigma) à l’aide d’un TC10 Automated Cell 
Counter (Bio Rad). 
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3. Comparaison des domaines d’activation en configuration cTA 
 
Les plasmides utilisés pour cette expérience comprennent le CymR non-muté en fusion 
avec un domaine d’activation, ce qui signifie qu’il s’agit de la configuration transactivateur 
(cTA). Les différents transactivateurs sont portés sur le vecteur d’expression pAd, c’est-à-
dire un vecteur de transfert adénoviral contenant certaines séquences virales permettant la 
recombinaison homologue, mais ne permettant pas la synthèse de protéines virales (Mullick 
et al, 2006). Le vecteur pAdCMV5 utilisé ici comporte le promoteur constitutif CMV5 tel 
que décrit par Massie et al (1998a). Dans ce contexte-ci,  il régule l’expression du cTA, et 
est désigné par conséquent pAdCMV5-cTA(VP16), étant donné que le domaine 
d’activation rattaché au CymR est celui de la protéine virale VP16. Les plasmides 
contenant les autres domaines d’activation testés pour cette partie sont pAdCMV5-
cTA(p65), pAdCMV5-cTA(Gal4) et pAdCMV5-cTA(B42) (Voir section Plasmides). 
 
4. Clonage des domaines d’activation en fusion avec reverse CymR (rcTA) 
 
Les clonages standards sont réalisés en digérant les plasmides contenant les inserts et le 
vecteur à l’aide d’enzymes de restriction provenant de New England Biolabs (NEB). Ils 
sont par la suite soumis à une électrophorèse sur gel d’agarose 0,8% (Fisher Bioreagents) 
avec un marqueur de poids moléculaire (2 log DNA ladder, NEB) afin de vérifier l’état de 
la digestion et la taille des fragments produits. Les bandes de gel contenant les ADN 
d’intérêt sont découpées et purifiées à l’aide du Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen). La 
quantité d’ADN est déterminée par mesure de l’absorbance à 260nm/280nm par avec le 
spectrophotomètre Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Le ratio A260/A280 permet 
d’avoir une idée de la pureté de l’ADN extrait, et seules les préparations d’ADN possédant 
un ratio entre 1.80 et 2.00 ont été utilisées. Le vecteur est déphosphorylé par l’enzyme 
Antarctic phosphatase (NEB), empêchant ainsi que le vecteur ne se referme sans incorporer 
l’insert. La purification d’ADN entre chaque étape est effectuée avec le PCR Purification 
Kit (Qiagen). L’insert et le vecteur sont par la suite liés en tenant compte de la taille et de la 
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concentration de chacun. Un ratio de 2 :1 (insert :vecteur) est utilisé pour les ligations de 
fragments cohésifs. La ligation est effectuée à 16°C pendant 18 heures à l’aide de la T4 
DNA ligase (NEB) dans un volume total de 10 µL. Un maximum de 5 µL du mélange de 
ligation est transformé le lendemain dans 50 µL de bactéries compétentes E. coli DH5α. La 
transformation s’effectue en incubant le mélange de bactéries/ADN trente minutes sur glace 
avant de procéder au choc thermique (40 secondes, 42°C), puis d’un retour sur glace pour 2 
minutes. 300 µL de milieu LB (bacto-tryptone (BD), bacto-yeast-extract (Sigma-Aldrich) et 
NaCl (Omnipur)) sont ensuite ajoutés au mélange avant de les incuber à 37°C pendant une 
heure sous agitation. Le mélange est étalé sur des plaques LB-agar (Multicell 
Technologies) auxquelles on a ajouté 100 µg/uL d’ampiciline (Sigma-Aldrich) et elles sont 
incubées à 37°C pendant 18 heures. Les transformants résistants à l’ampiciline ayant 
incorporé le plasmide forment des colonies sur les plaques LB-agar. Plusieurs colonies sont 
donc repiquées dans 2 mL de LB contenant 100 µg/µL d’ampiciline, puis les suspensions 
sont incubées à 37°C sous agitation pendant 18 heures. 1,5 mL de culture sont utilisés afin 
d’extraire les plasmides avec le Miniprep Spin Kit (Qiagen). Les plasmides purs sont 
digérés avec des enzymes de restriction stratégiques afin de vérifier la présence de l’insert 
dans le vecteur, puis sont envoyées à la plateforme de séquençage de l’IRIC (Montréal) afin 
de confirmer la présence de l’insert, à moins d’indications contraires. Les plasmides désirés 
sont finalement amplifiés avec le Maxiprep Spin Kit (Qiagen), générant des quantités 
d’ADN d’entre 0,750 µg/µL à 3 µg/µL. 
 
Pour cette expérience, les plasmides générés ont été produits par sous-clonage du plasmide 
pAdCMV5-rcTA(VP16), qui contient la fusion transcriptionnelle du CymR muté décrit par 
Mullick et al, et le domaine d’activation VP16 (Mullick et al, 2006). Ce dernier a été 
remplacé sur le plasmide pAdCMV5-rcTA(VP16) par les domaines d’activation p65, Gal4 
et B42 par clonage à partir de leur plasmide pAdCMV5-cTA respectif. Le clonage a été fait 
par digestion double des sites NotI et PmeI (NEB)  sur les plasmides contenant les inserts 
(domaines d’activation) et le vecteur (pAdCMV5-rcTA(VP16)). Les fragments contenant 
les inserts ont été isolés et liés dans le vecteur par la méthode présentée précédemment. 
L’insertion des inserts dans les vecteurs ont été confirmés par digestion avec les enzymes 
63 
 
SalI et XcmI (pour p65), MfeI et AclI (pour Gal4), et BamHI (pour B42), sans séquençage. 
Ceci a donc résulté en la conception de trois nouveaux plasmides : pAdCMV5-rcTA(p65), 
pAdCMV5-rcTA(Gal4) et pAdCMV5-rcTA(B42). Ces plasmides contiennent le reverse 
cumate transactivator (rcTA) sous contrôle du promoteur CMV5. 
 
 5. Comparaison de différents nombres de répétitions CuO 
 
Le vecteur utilisé pour les tests suivants est le pTT75-CR5-GFP. Un évènement fortuit de 
PCR réalisé initialement dans le but d’insérer un site de restriction dans le promoteur avait 
permis de générer, à partir du pTT75-CR5-GFP, des préparations d’ADN contenant une, 
trois, six et sept séquences CuO dans le promoteur. Ces constructions avaient été vérifiées 
par séquençage et les oligonucléotides utilisés étaient  
5’-CGCCTTAATTAACCCTTTCGTCTTCACTCG- 3’et  
5’-CTCGACCCGGGCGCGCCGTACCAATCTTATAATAC- 3’. L’hypothèse est qu’un 
des deux oligonucléotides utilisés ait pu s’hybrider en différents endroits sur le promoteur, 
étant donné qu’il y a six répétitions des mêmes séquences de nucléotides, et qu’un 
glissement de la Phusion High-Fidelity Polymerase (NEB) utilisée aurait pu générer ces 
différents nombres de répétitions lors des cycles d’élongation. Ceci a donc donné naissance 
aux plasmides pTT75-CuO1-GFP, pTT75-CuO3-GFP, pTT75-CuO6-GFP et pTT75-CuO7-
GFP, où l’indice après CuO indique combien de séquences CuO sont présentes dans le 
CR5. Ces différentes constructions de promoteurs ont été utilisées afin de tester l’impact du 
nombre de répétitions du domaine CuO sur la force du CR5. 
 
 6. Clonage des différentes séquences CuO 
 
Afin de comparer la séquence CuO synthétique (synCuO) développée par le groupe de 
Choi avec la séquence CuO native provenant de l’opéron cmt de Pseudomonas putida F1 
actuellement utilisée dans le CR5, des inserts contenant chacune des séquences ont été 
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conçus (Choi et al, 2010). Pour chaque séquence à tester, deux oligonucléotides 
complémentaires ont été conçus (Integrated DNA Technologies) de façon à ce qu’ils 
s’hybrident et que les extrémités de l’insert double-brins ainsi formé puissent être 
compatibles avec des sites de restriction cohésifs sur le vecteur pTT75-CR5-GFP. 
L’hybridation des oligonucléotides complémentaires s’est faite de la manière suivante : 4 
minutes à 95°C et 50 minutes à température pièce, en présence de T4 DNA ligase buffer 
(NEB), selon le protocole suggéré. Les inserts ont ensuite été phosphorylés à l’aide de la T4 
Polynucleotide kinase (NEB). Sur le vecteur, les sites PacI et XmaI flanquent les six 
séquences CuO. Les extrémités des inserts ont donc été conçues pour être compatibles avec 
les sites PacI-XmaI sur ce vecteur, ce qui permettait, lors d’une double digestion du vecteur 
avec les enzymes correspondantes, d’exciser les 6 séquences CuO afin de les remplacer par 
un seul CuO avec la séquence à tester.  Les oligonucléotides formant les inserts double-
brins utilisés étaient : 
 
CuO initial 
Oligo Ini1 5’       TAA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT C      3’ 
Oligo Ini2 3’  TAATT TTGTTTGTCTGTTAGACCAGACAAACATAATA GGGCC   5’ 
 
CuO synthétique 
Oligo Syn1  5’      TAA ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT C      3’ 
Oligo Syn2 3’  TAATT TATTATGTTTGTCTGGTCTAACAGACAAACAA GGGCC  5’ 
 
L’hybridation des oligonucléotides et les clonages respectifs des inserts dans le vecteur 
pTT75-GFP ont généré les plasmides pTT75-iniCuO-GFP et pTT75-synCuO-GFP. 
 
 7. Clonage des promoteurs contenant les éléments d’espacement 
 
Deux endroits parmi ceux où l’espacement entre les constituants du CR5 peut avoir un 
impact sur la force du promoteur ont été modifiés : l’espacement entre les séquences 
opératrices CuO et l’espacement entre les séquences opératrices et la boîte TATA du 
promoteur minimal hCMV*-1. 
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L’espacement entre les séquences opératrices CuO est testé en concevant des 
oligonucléotides complémentaires comportant des éléments d’espacement de 0, 2, 4, 6, 8 et 
10 paires de bases entre chaque séquence CuO. Les tests ont été faits sur des promoteurs 
contenant seulement trois séquences CuO au lieu de six. Comme nous voulons tester la 
force relative de chacun des promoteurs, comparer des constructions comportant toutes 
trois séquences CuO est justifiable. L’hybridation des oligonucléotides complémentaires 
s’est effectuée tel que décrit précédemment. Les extrémités des inserts sont compatibles 
avec les sites PacI et XmaI sur le vecteur pTT75-CR5-GFP, ce qui permet, lors d’une 
double digestion du vecteur avec les enzymes correspondantes, de remplacer les 6x-CuO 
par les séquences opératrices contenant les éléments d’espacement. La séquence des paires 
de bases utilisées dans les éléments d’espacement correspond à la même séquence utilisée 
pour le même genre d’expériences effectuées par le groupe de Weber (Weber et al, 2002). 
Chaque promoteur testé contient donc le même contexte de vecteur, à l’exception de 
l’espacement entre les CuO. Voici les séquences des oligonucléotides utilisés avant 
l’hybridation avec, en rouge, la séquence des trois répétitions CuO et en vert les éléments 
d’espacement (les séquences «rev» sont complémentaires à leur séquence respective) : 
 
Oligo FC0:   5' TAA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT 
AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTATAACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT C 3' 
 
Oligo FC0 rev: 5’ CCGGG ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT 
ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTTATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT TTAAT 3’ 
 
Oligo FC2: 5' TAA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT AT 
AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT AT AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT C 3' 
 
Oligo FC2 rev: 5’ CCGGG ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT AT 
ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT AT ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT TTAAT 
3’ 
 
Oligo FC4: 5' TAA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT ATCG 
AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT ATCG AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT  C 3' 
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Oligo FC4 rev: 5’ CCGGG ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT CGAT 
ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT CGAT ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT 
TTAAT 3’ 
 
Oligo FC6: 5' TAA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT ATCGTA 
AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT ATCGTA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT  C 
3' 
 
Oligo FC6 rev: 5’ CCGGG ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT TACGAT 
ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT TACGAT ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT 
TTAAT 3’ 
 
Oligo FC8:  5' TAA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT ATCGTAAT 
AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT ATCGTAAT 
AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT  C 3' 
 
Oligo FC8 rev : 5’ CCGGG ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT ATTACGAT 
ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT ATTACGAT 
ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT TTAAT 3’ 
 
Oligo FC10: 5' TAA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT ATCGTAATCG 
AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT ATCGTAATCG 
AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT  C 3' 
 
Oligo FC10rev: 5’ CCGGG ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT CGATTACGAT 
ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT CGATTACGAT 
ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT TTAAT 3’ 
 
L’hybridation des oligonucléotides homologues et leur clonage respectif selon les méthodes 
décrites précédemment ont générés les plasmides pTT75-0CuO3-GFP, pTT75-2CuO3-GFP, 
pTT75-4CuO3-GFP, pTT75-6CuO3-GFP, pTT75-8CuO3-GFP et pTT75-10CuO3-GFP. La 
nomenclature des plasmides utilisée ici est :  
pTT75- (nombre de paires de bases séparant les CuO) CuOnombre de séquences CuO dans le promoteur  - 
GFP. 
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Afin de vérifier l’impact de  l’espacement entre la dernière séquence CuO et la boîte TATA 
du promoteur minimal hCMV*-1, les oligonucléotides suivants contenant un seul CuO, 
pour simplifier les manipulations, ont été conçus : 
 Pour 0 paire de base d’espacement, le plasmide pTT75-iniCuO-GFP a été utilisé ici.  
Oligo TA2 5’       TAA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT AT C 3' 
Oligo TA2 rev 5’ CCGGG AT ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT TTAAT 3’ 
 
Oligo TA4 5’ TAA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT ATCG C 3' 
Oligo TA4 rev 5’ CCGGG CGAT ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT TTAAT 3’ 
 
Oligo TA6 5’ TAA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT ATCGTA C 3' 
Oligo TA6 rev 5’ CCGGG TACGAT ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT TTAAT 3’ 
 
Oligo TA8 5’ TAA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT ATCGTAAT C 3' 
Oligo TA8 rev 5’ CCGGG ATTACGAT ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT TTAAT 3’ 
 
Oligo TA10 5’ TAA AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTATTAT ATCGTAATCG C 3' 
Oligo TA10 rev 5’ CCGGG CGATTACGAT ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTT TTAAT 3’ 
 
En augmentant l’espacement de deux paires de bases à chaque insert, on se trouve donc à 
générer les plasmides pTT75-CuO10-GFP (correspondant à pTT75-iniCuO-GFP),  pTT75-
CuO12-GFP, pTT75-CuO14-GFP, pTT75-CuO16-GFP, pTT75-CuO18-GFP et pTT75-
CuO110-GFP. Le nombre entre «CuO1» et «-GFP» désigne le nombre de paires de bases 
qu’il y a de plus que pTT75-iniCuO-GFP (plasmide utilisé ici comme référence) entre la 
séquence CuO et la boîte TATA dans chaque promoteur. 
 
 8. Transfections transitoires et induction au cumate 
 
Les transfections en transitoire sont réalisées en utilisant du PEIpro™ (25 kD  linéaire, 
Polyplus-transfection) comme agent de transfection dans les cellules mentionnées 
précédemment. Ces dernières sont passées à 0,8 x 10
6
 cellules / mL dans du milieu frais 24 
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heures avant et transfectées à une viabilité > 95% et à des densités se situant entre 1,5 et 2,0 
x 10
6
 cellules / mL. 4 x 10
6
 cellules (par puits de plaques 6 puits (Corning)) sont 
centrifugées à 1000 rpm durant 5 minutes avant d’être resuspendues dans 2 mL de milieu 
optimal pour la transfection, soit le milieu CD DG44 (Invitrogen). On transfecte toujours 3 
µg d’ADN au total en utilisant un ratio ADN : PEI de 1 :3. Ainsi, 15 µg de PEI sont ajoutés 
à l’ADN, puis le mélange est agité et incubé à température pièce 10 minutes afin de 
permettre la formation des polyplexes (tel que discuté par Raymond et al, 2011). Les 
polyplexes sont enfin ajoutés délicatement aux cellules, précédant l’incubation à 37°C, 5% 
CO2 sous agitation à 120 rpm. 
 
Dans le cas où l’on souhaite induire le système CR5 au cumate (mettre à l’état ON), on 
ajoute le cumate (dilué dans l’éthanol à 2 mg/mL, Ark Pharm) à 2 µg/mL directement à la 
suspension cellulaire 4 heures post-transfection, qui a été montré comme étant le délai 
optimal pour une meilleure expression (données non publiées).  
 
 9. Sélection de pools stables  
 
Les transfections en stable ont été réalisées de la même façon que ce qui a été 
précédemment décrit pour le transitoire. La différence réside dans les étapes post-
transfection et au niveau de l’utilisation de vecteurs qui comportent le gène de résistance au 
MSX, GS, qui est présent sur les vecteurs pTT et qui permet la sélection de transfectants 
ayant incorporé le vecteur dans leur génome, générant ainsi un pool stable. Ainsi, 24 heures 
post-transfection, la viabilité cellulaire et la densité sont vérifiées, et la suspension 
cellulaire est centrifugée à 1000 rpm pendant 5 minutes avant d’être resuspendue à 0,4 x 
10
6
 cellules / mL dans du milieu PowerCHO2-CD. Le changement de milieu permet 
d’éliminer toute trace de PEI dans celui-ci, étant donné que le PEI a une certaine 
cytotoxicité. L’agent de sélection, le L-methionine sulfoximine (dilué dans H2O, Sigma-
Aldrich) est ajouté à la culture à une concentration de 50 µM. Dans les cellules CHOBRI et 
CHO55E3, le MSX s’est montré cytostatique à une concentration d’aussi peu que 5 µM, et 
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cytotoxique à des concentrations dépassant 25 µM (données non présentées). Le milieu et 
la sélection sont régénérés trois fois par semaine, resuspendant les cellules à 0,4 x 10
6
 
cellules/mL à chaque passage. La viabilité et la densité cellulaire sont mesurées également 
trois fois par semaine, et le processus de sélection se poursuit jusqu’à ce que les cellules 
atteignent une viabilité > 90%, indiquant la génération d’un pool stable. 
 
Certains gènes que nous voulions faire exprimer en stable étaient insérés dans des vecteurs 
qui ne contenaient pas de gènes de résistance et ne pouvaient donc pas être sélectionnés. 
Dans ces cas, nous avons décidé d’utiliser la méthode de la cotransfection, décrite par le 
groupe de Scahill et al (1983). Nous avons donc transfecté un plasmide contenant un gène 
de résistance à la puromycine et le plasmide contenant le gène d’intérêt. Le ratio utilisé était 
1 : 10 (masse de plasmide contenant la résistance : masse de plasmide contentant le gène 
d’intérêt). Dans ce cas-ci, le plasmide pAdCMV5-rcTA(VP16) et le plasmide pAdCMV5-
rcTA(p65) ont été cotransfectés avec le plasmide pTT44, contenant le gène de résistance à 
la puromycine sous contrôle du promoteur SV40, et ont été soumis à une sélection à 10 
µg/mL de puromycine (Sigma-Aldrich) afin de donner naissance aux pools stables 
CHOBRI-rcTA(VP16) et CHOBRI-rcTA(p65) respectivement. 
 
 10. Mesure de la force des promoteurs testés 
 
Le gène rapporteur GFP a été utilisé dans les différentes constructions de promoteurs CR5 à 
l’étude afin de quantifier la force de ceux-ci. Ainsi, pour les expériences en transitoire, 24 
heures ou 48 heures post-transfection, des échantillons de 500 µL des cultures 
préalablement transfectées avec les constructions à tester ont été analysés par cytométrie en 
flux, utilisant un cytomètre BD LSRII (BD Biosciences) et le programme FACSDiva (BD 
Biosciences). Les échantillons ont été préparés avec 5 µL d’iodure de propidium 
(Invitrogen) afin d’analyser seulement les cellules viables pour l’expression de GFP. La 
force des promoteurs est calculée et comparée avec l’index de fluorescence (pourcentage de 
cellules GFP positives x intensité de fluorescence moyenne), qui a été mesuré à ON (CR5 
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induit) ou à OFF (CR5 non induit). Le restant des cultures est gardé à 37°C sous agitation 
pour l’analyse de l’efficacité de transfection subséquente. 
 
Pour les promoteurs intégrés en stable suite à une sélection, les différents pools testés ont 
été ensemencés à 0,3 x 10
6
 cellules / mL. À 24 heures ou 48 heures post-ensemencement, 
les cultures ont été analysées au cytomètre en flux pour leur expression de GFP tel que 
décrit précédemment.  
 
 11. Normalisation de l’efficacité de transfection 
 
L’efficacité de transfection est en relation avec le nombre de cellules qui ont reçu un 
vecteur d’expression exogène lors de la transfection. Elle dépend de plusieurs facteurs et 
varie beaucoup de transfection en transfection. Pour éliminer cette variable et empêcher 
qu’elle affecte les données mesurées en lien avec la force des promoteurs testés, un 
deuxième plasmide (pTTo3c-SSH), comprenant un autre gène rapporteur, le gène de la 
phosphatase alcaline placentaire humaine sécrétée (SEAP) exprimé par le promoteur fort 
CMV, est cotransfecté dans les transfections transitoires. Ce plasmide a été développé par 
le groupe d’Yves Durocher au CNRC (Montréal, Canada). La raison pour laquelle on 
utilise un deuxième rapporteur au lieu de simplement regarder le pourcentage de cellules 
exprimant GFP pour normaliser l’efficacité de transfection provient du fait que les 
différents promoteurs testés ont un impact sur ce dernier pourcentage. Il faut donc dissocier 
efficacité de transfection et pourcentage de cellules positives pour GFP afin de comparer 
les promoteurs testés. Ainsi,  le  plasmide pTTo3c-SSH est transfecté à raison de 0,7 µg par 
transfection à moins d’indications contraires, et lorsque nécessaire, un complément d’ADN 
de sperme de saumon (ssDNA, Sigma-Aldrich) est utilisé pour amener l’ADN total 
transfecté à 3 µg. La protéine SEAP catalyse l’hydrolyse du p-nitrophényl phosphate 
(pNPP), ce qui entraine un changement colorimétrique du milieu pouvant être analysé par 
spectrophotométrie à 405 nm (Wu et al, 2010). L’activité SEAP a donc été mesurée en 
même temps l’intensité de fluorescence en transférant 50 µL des cultures transfectées dans 
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une plaque 96 puits (Corning), et en ajoutant 50 µL de tampon SEAP 2x (1M 
diéthanolamine, 1mM MgCl2 pH 9.8) + pNPP (4-nitrophenyl phsophate disodium salt 
hexahydrate, Sigma-Aldrich) à 20 mM. L’absorbance à 405 nm, fonction du taux 
d’hydrolyse du pNPP,  a été mesurée à chaque minute pendant  5 minutes avec le 
spectrophotomètre Spectra max (Molecular Devices), puis les données ont été analysées 
avec le logiciel Softmax Pro 4.8 afin de déterminer l’activité SEAP qui équivaut à la 
variation d’absorbance en fonction du temps. Pour normaliser les résultats d’index de 
fluorescence obtenus en mesurant la force des promoteurs, ceux-ci ont été divisés par la 
valeur de l’activité SEAP obtenue.  
 
12. Régulation de l’expression du cTA par un promoteur inductible à la 
coumermycine 
 
Afin de rendre l’expression du cTA (CymR-VP16) inductible, nous avons sous-cloné le 
cTA provenant du plasmide pAdCVM5-cTA(VP16) dans le plasmide pVR10-GFP. Ce 
dernier contient le système inductible à la coumermycine constitué de 12 séquences 
opératrices λOP sur lesquelles viennent se fixer le transactivateur chimérique GyrB-AD, et 
le promoteur minimal CMV qui régule l’expression du transgène en aval : GFP. La 
coumermycine est une molécule antibiotique produite par le genre Streptomyces qui a la 
propriété de se lier à la sous-unité B de l’ADN gyrase (GyrB) bactérienne (Farrar et al, 
2000). Cette liaison a pour effet de dimériser deux molécules de GyrB, une propriété 
nécessaire pour la liaison de GyrB-AD aux séquences λOP (Zhao et al, 2003). Le domaine 
d’activation (AD) qui lui est rattaché se trouve à être le domaine p65. Pour effectuer le 
sous-clonage, nous avons effectué une amplification par PCR de la région délimitant 
CymR-VP16 sur pAdCMV5-cTA(VP16) et afin d’ajouter les sites de restriction AgeI-
EcoRI. L’amplification avec la Q5 DNA Polymerase (NEB) été réalisée sur le plasmide 
pAdCMV5-cta(VP16) avec les oligonucléotides suivants :  
 
Oligo VP1 5’ – GCAACCGGTACCATGCCAAAGAGACCCAGA 3’(amorce sens)  
Oligo VP2 5’ – GCAGAATTCCTACCCACCGTACTCGTCAATTCCAAG 3’(amorce antisens)  
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Le programme utilisé consiste en 10 secondes à 98°C pour la dénaturation, 20 secondes à 
64°C pour l’hybridation des amorces, 30 secondes à 72°C pour l’élongation, répété 35 fois. 
Le vecteur et les produits PCR ont ensuite été digérés lors d’une double digestion aux sites 
AgeI et EcoRI par les enzymes de restriction High-Fidelity correspondantes (NEB), 
supprimant ainsi le gène GFP du vecteur pVR10. L’insert cTA(VP16) a par la suite été lié 
au vecteur pVR10 pour générer le plasmide pVR10-cTA(VP16). 
 
Pour tester l’induction du système inductible à la coumermycine, nous avons utilisé par 
cotransfection transitoire dans les CHOBRI des plasmides pVR10-cTA(VP16), pTTo3c-
SSH (SEAP pour normaliser), pAd-CR5-GFP et pMPG-GyrB-AD. Ce dernier contient le 
gène exprimant le transactivateur du système à la coumermycine, GyrB-AD, sous contrôle 
d’un promoteur SV40. Tel que mentionné précédemment, en présence de coumermycine, 
l’inducteur entraine la dimérisation de deux monomères de transactivateurs, les rendant 
aptes à se lier à des séquences opératrices nommées λOP, ce qui a pour effet de stimuler la 
transcription d’un gène d’intérêt situé en aval du promoteur. GyrB-AD peut également se 
lier au promoteur SV40 régulant sa propre transcription qui contient des séquences λOP, 
activant ainsi une boucle de rétroaction positive de l’expression du transactivateur en 
présence de coumermycine (Zhao et al, 2003).  
 
Dans le cas où l’on souhaite induire le système inductible à la coumermycine, on ajoute 
celle-ci (Coumermycine A1 dilué dans du DMSO, Promega) à 10 nM directement à la 
suspension cellulaire 24 heures post-transfection, qui a été montré comme étant le délai 
optimal pour une meilleure expression, à moins d’indications contraires (Zhao et al, 2003).  
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Tableau III. Récapitulatif des plasmides utilisés et générés par sous-clonage pour les 
différents tests d’optimisation réalisés. 
 
Voie d’optimisation Vecteurs de départ Plasmides générés par sous-
clonage 
Domaine d’activation du cTA 
 
 pAdCMV5-cTA(VP16) 
 pAdCMV5-cTA(p65) 
 pAdCMV5-cTA(Gal4) 
 pAdCMV5-cTA(B42) 
 
- 
Domaine d’activation du rcTA pAdCMV5-rcTA(VP16) 
 pAdCMV5-rcTA(p65) 
 pAdCMV5-rcTA(Gal4) 
 pAdCMV5-rcTA(B42) 
 
Nombre de séquences 
opératrices 
pTT75-CR5-GFP 
 pTT75-CuO1-GFP
1
 
 pTT75-CuO3-GFP 
 pTT75-CuO7-GFP 
Espacement entre les CuO pTT75-CR5-GFP 
 pTT75-0CuO3-GFP
2
 
 pTT75-2CuO3-GFP 
 pTT75-4CuO3-GFP 
 pTT75-6CuO3-GFP 
 pTT75-8CuO3-GFP 
 pTT75-10CuO3-GFP 
 
Espacement entre les CuO et la 
boite TATA 
pTT75-CR5-GFP 
 pTT75-CuO10-GFP
3
 
 pTT75-CuO12-GFP 
 pTT75-CuO14-GFP 
 pTT75-CuO16-GFP 
 pTT75-CuO18-GFP 
 pTT75-CuO110-GFP 
 
Séquence CuO pTT75-CR5-GFP 
 pTT75-iniCuO-GFP 
 pTT75-synCuO-GFP 
 
Expression du cTA inductible 
par le système à la 
coumermycine 
pVR10-GFP 
 pVR10-cTA(VP16) 
 
                                                          
1
 Le nombre en indice après «CuO» réfère au nombre de copies CuO dans le promoteur 
2
 Le nombre devant «CuO» réfère au nombre de bases d’espacement entre les séquences CuO 
3
 Le nombre après «CuO» réfère au nombre de bases d’espacement de plus entre la séquence CuO et la boîte 
TATA, par rapport au plasmide pTT75-iniCuO-GFP. 
   
Résultats 
 
 
1. Optimisation du CR5 en modifiant la séquence CuO 
 
La première avenue d’optimisation investiguée a été de vérifier si l’on pouvait augmenter la 
force du promoteur CR5 en modifiant la séquence des opérateurs. La séquence actuelle dans le 
CR5 est celle se retrouvant dans l’opéron cmt de Pseudomonas putida F1, mais une autre 
séquence ayant potentiellement plus d’affinité pour CymR avait été décrite par le groupe de 
Choi et al (2010). Ainsi, avant de tester les autres avenues d’optimisation, cette autre séquence 
CuO a été testée afin de voir si elle pouvait augmenter l’expression d’un gène d’intérêt dans 
les cellules CHO. Les deux séquences forment une structure secondaire en tige-boucle, et la 
différence réside au niveau de la nature des nucléotides présents au niveau de la boucle 
(communication personnelle). 
 
Avant de procéder à la comparaison des deux séquences CuO, nous voulions avant tout 
vérifier si avec un seul CuO dans le promoteur CR5 nous parvenions à mesurer un signal GFP 
assez fort pour pouvoir effectuer les tests de comparaison, de façon à simplifier les clonages 
subséquents. Dans cette optique, le plasmide pTT75-CuO1-GFP a donc été transfecté dans des 
cellules CHOBRI-55E3 en différentes quantités (1 µg, 2 µg et 2,5 µg), avant d’être induit au 
cumate (état ON) ou non (état OFF). À des fins de comparaison avec le CR5 actuel, le 
plasmide pTT75-CuO6-GFP a été transfecté dans les mêmes conditions. Le plasmide pTTo3c-
SSH codant pour le gène SEAP a été cotransfecté dans chaque condition pour normaliser les 
efficacités de transfection respective.  
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Figure 10. Comparaison de deux différentes configurations du CR5 (une et six séquences 
CuO dans le promoteur) et optimisation de la quantité de plasmides portant le système CR5-
GFP en transitoire dans les CHO55E3. 
 
 
Grâce à ce test, nous avons pu déterminer qu’il était possible d’obtenir un signal GFP suffisant 
avec une seule séquence CuO, idéalement en transfectant 2 µg ou plus d’ADN contenant le 
système inductible. Le signal demeure toutefois environ quatre fois plus faible que pour le 
CR5 actuel avec six copies CuO (Figure 10). 
 
Afin de comparer la séquence native avec la séquence synthétique, 2 µg des plasmides pTT75-
iniCuO1-GFP et pTT75–synCuO1-GFP ont été cotransfectés avec 1 µg de plasmide codant 
pour SEAP. Les résultats obtenus montrent qu’un promoteur contenant la séquence CuO 
native de l’opéron cmt est significativement plus apte à conduire l’expression du gène 
d’intérêt, dans les cellules CHO, que la séquence synthétique développée par le groupe de 
Choi (Figure 11). 
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Figure 11. Comparaison des index de fluorescence normalisés ± l’écart-type générés par la 
séquence CuO initiale et par la séquence CuO synthétique en transfection transitoire dans les 
cellules CHO55E3. Seul le système à l’état ON,  induit avec 2 µg/mL de cumate, a été testé ici 
pour les deux conditions. Données présentées à partir de trois expériences indépendantes pour 
chaque condition. * Résultats significativement différents avec p < 0,05 selon le test t de 
Student. 
 
 
2. Optimisation de l’expression du CR5 via les domaines d’activation du cTA et 
du rcTA 
 
La seconde voie d’optimisation testée a été de vérifier s’il était possible d’augmenter la force 
du promoteur et/ou son étanchéité (ratio ON/OFF) en modifiant le domaine d’activation 
rattaché au CymR. Les domaines d’activation n’agissent pas tous de la même façon et certains, 
dans un type cellulaire donné, sont plus efficaces que d’autres pour stimuler la transcription. 
Le domaine d’activation actuellement utilisé pour le cTA et le rcTA du système CR5 est 
VP16, un domaine d’activation très bien étudié et utilisé dans plusieurs systèmes inductibles 
dont celui à la tétracycline. Ce domaine d’activation acide est constitué de 78 acides aminés se 
trouvant à l’extrémité C-terminale de la protéine virale VP16.  
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Le grand pouvoir activateur de ce domaine d’activation est toutefois un couteau à double 
tranchant. En effet, lorsqu’on surexprime une protéine fusion contenant le domaine 
d’activation VP16 ou d’un autre activateur fort, comme c’est le cas dans un contexte de 
production de produits biologiques, on observe le phénomène de «séquestration». Ce dernier 
survient lorsqu’un puissant domaine d’activation contenu sur un transactivateur a la capacité 
de se lier à haute affinité à des facteurs de transcription cellulaires libres. Ceci a pour effet de 
séquestrer des facteurs de transcription essentiels dans des complexes non productifs et  
diminuer leur biodisponibilité pour la cellule, ceux-ci ayant le rôle de réguler la transcription 
d’autres gènes (Triezenberg et al, 1988; Gill et Ptashne, 1988). Ce phénomène a donc un effet 
toxique sur les cellules.  
 
D’autres domaines d’activation ont donc été testés afin de voir si l’expression protéique s’en 
trouverait améliorée, soit par une stimulation de la transcription, soit par une diminution du 
niveau de séquestration des facteurs de transcription cellulaires. Le domaine p65 est une sous-
unité du facteur de régulation NF-κB (Nuclear factor κ light chain enhancer binding protein). 
NF-κB interagit avec une multitude d’effecteurs dans un très grand nombre de voies de 
régulation de gènes, principalement ceux impliqués dans le système immunitaire. Dans sa 
forme inactive, NF-κB est retenu au cytoplasme par sa liaison à une sous-unité inhibitrice : 
IkB. Lorsqu’un signal d’activation de NF-κB est reçu par la cellule, IκB sera phosphorylé, 
permettant à NF-κB de transloquer au noyau et transduire le signal pour activer la transcription 
de gènes spécifiques. Tel que mentionné précédemment, NF-κB est constitué d’une sous-unité 
de 65 kD responsable de l’activation de la transcription nommée p65, mais également d’une 
sous-unité p50 (50 kD) (Fujita et al, 1992). La sous-unité p50 est davantage impliquée dans la 
liaison à l’ADN et n’est pas utilisée dans ce projet. La sous-unité p65 contient un domaine 
d’activation de nature acide constitué de 120 acides aminés dans sa région C-terminale, et est 
plutôt similaire au domaine d’activation de VP16 (Schmitz et al, 1994). 
 
Le troisième domaine d’activation testé est celui de la protéine Gal4, qui constitue une 
protéine de 881 acides aminés comportant un domaine de liaison à des séquences d’activation 
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en amont (UAS), qui correspondent à des séquences opératrices, sur l’opéron galactose chez la 
levure. La protéine contient également un domaine d’activation du même nom, qui permet de 
stimuler la transcription des gènes de l’opéron gal en présence de galactose dans le milieu. 
Comme les activateurs mentionnés précédemment, il est riche en résidus acides et le domaine 
activateur est situé en C-terminal (34 acides aminés) (Van Hoy et al, 1993). 
 
Finalement, le dernier domaine d’activation testé en est un codé chez E. coli, donc dans un 
système procaryotique. Son isolation et sa description ont été faites par Ma et Ptashne. Il 
contient 79 acides aminés et doit absolument être fusionné à un domaine de liaison à l’ADN 
(comme Gal4) afin de pouvoir activer la transcription. Bien qu’il soit d’origine procaryotique, 
il a la capacité d’activer la transcription s’il est fusionné à un domaine de liaison à l’ADN 
d’une protéine provenant d’un autre hôte, comme la levure (Ma et Ptashne, 1987).  
 
Afin d’avoir une idée des performances de chacun des nouveaux cTA générés, nous avons 
commencé par les tester par transfection transitoire. Les plasmides contenant les différents 
cTA à tester ont été transfectés dans les cellules CHO-BRI, qui n’expriment pas de 
transactivateur ou de système inductible. Chaque vecteur pAd exprimant le cTA a donc été 
cotransfecté avec un vecteur contenant le CR5-GFP (rapporteur principal) et un autre vecteur 
contenant le gène codant pour SEAP (rapporteur secondaire pour normaliser). Tous les 
plasmides ont été transfectés à raison de 1 µg. Les résultats de l’intensité de fluorescence et la 
normalisation avec les données de l’activité SEAP ont été observés 24 heures post-transfection 
(Figure 12). 
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Figure 12. Mesure de l’index de fluorescence normalisé ± écart-type provenant de la 
régulation du système CR5-GFP par divers cTA transfectés en transitoire, différents au niveau 
du domaine d’activation relié à la portion CymR. Pour le contrôle négatif CR5 (Ctrl- CR5), 
seulement le système CR5-GFP, le plasmide contenant le rapporteur SEAP et du ssDNA ont 
été transfectés. Le contrôle ssDNA (Ctrl ssDNA) est identique au Ctrl- CR5, mais sans le 
CR5-GFP. Données présentées à partir de trois expériences indépendantes pour chaque 
condition. 
 
Le Ctrl- CR5 nous donne le niveau d’expression basal de la GFP quand aucun transactivateur 
ne vient stimuler la transcription du promoteur. Seule la boîte TATA du promoteur minimal 
hCMV*-1 permet la liaison de la machinerie de transcription. Cette expérience nous donne 
une bonne idée de la force relative de chacun des transactivateurs testés, mais l’inductibilité 
des systèmes et le ratio ON/OFF ne sont pas vérifiables dans ces circonstances. Les domaines 
VP16 et p65 semblent être assez similaires au point de vue de la force du promoteur, et ces 
deux sont significativement plus forts que les promoteurs Gal4 et B42 (environ 5 à 7 fois plus 
forts). 
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À la lumière de ces résultats, et étant donné que la configuration reverse transactivator (rcTA) 
est plus utilisée dans les productions que la configuration transactivateur (cTA), nous avons 
testé le rcTA avec les quatre domaines d’activation à l’étude. Cette fois, trois quantités 
différentes de vecteurs contenant le rcTA (pAdCMV5-rcTA) ont été tranfectées (Figure 13). 
 
A. 
B. 
 
Figure 13. Mesure de l’index de fluorescence normalisé ± écart-type provenant de la 
régulation du système CR5-GFP par divers rcTA transfectés en transitoire, différents au 
niveau du domaine d’activation relié à la portion CymR. Les tests ont été réalisés avec trois 
quantités de pAdCMV5-rcTA différentes : 0,3 µg-1 µg-1,3 µg, pour les états ON (A) et OFF 
(B). Données présentées à partir de trois expériences indépendantes pour chaque condition.     
* Résultats entre VP16 et p65 significativement différents avec p < 0,05 selon le test t de 
Student. ** Résultats entre VP16 et p65 significativement différents avec p < 0,01 selon le test 
t de Student. 
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L’inductibilité du CR5 n’est pas vérifiable pour les données sur la configuration rcTA non 
plus. Cependant, dans les deux panneaux, on remarque la même tendance que pour la 
configuration transactivateur (Figure 12), c’est-à-dire une activation de la transcription 
nettement plus élevée dans le cas de VP16 et p65 (3 à 4 fois plus élevée). Quoiqu’encore assez 
similaires, p65 est même significativement plus fort que VP16 (environ 1,3 fois) dans des 
conditions où il y a plus de rcTA transfecté (1,0 µg et 1,3 µg).   
 
Les résultats obtenus suggèrent que p65 pourrait être une alternative intéressante au domaine 
VP16 étant donné qu’il est autant sinon un meilleur activateur de transcription que ce dernier, 
et qu’il conserve cette caractéristique à plus haute quantité de rcTA transfecté (Figure 13). 
Toutefois, ces résultats ne sont que préliminaires et beaucoup d’autres expériences sont 
nécessaires avant d’envisager utiliser p65 dans le CR5. 
 
Maintenant que nous avions une idée de la performance des domaines testés en transfection 
transitoire, l’étape suivante consistait à tester le domaine le plus intéressant, p65, et le 
comparer avec VP16 dans un contexte d’expression en stable. Ce dernier étant le plus utilisé 
pour les productions à grande échelle et générant de plus hauts titres de protéines 
recombinantes qu’en transitoire, tester l’efficacité des rcTA dans ce contexte est donc justifié. 
Après plusieurs tentatives laborieuses de clonage des rcTA à l’étude dans un vecteur contenant 
un marqueur de sélection et des échecs au niveau du processus de sélection, nous avons décidé 
d’utiliser la stratégie de la cotransfection afin d’établir des pools stables. La cotransfection 
implique de transfecter le plasmide contenant le gène de résistance et le plasmide contenant le 
gène à insérer de façon stable dans un ratio d’approximativement 1 : 10.  Ce ratio permet de 
présumer de l’intégration du gène d’intérêt dans le cas où les cellules ont intégré le gène de 
résistance et montrent un phénotype résistant à l’agent de sélection. Dans notre cas, 0,3 µg de 
plasmide pTT44 portant la résistance à la puromycine a été transfecté avec 2,7 µg de plasmide 
pAdCMV5-rcTA dans les cellules CHO-BRI. Au cours des trois semaines suivant le début de 
la sélection à la puromycine (10 µg/mL), la viabilité a chuté, atteignant 8% à son plus bas 
avant de remonter au-dessus de 95%. Une fois les pools stables CHO-rcTA générés, on a 
82 
 
transfecté en transitoire les plasmides contenant le système CR5-GFP et le gène codant pour 
SEAP afin de voir dans quelle mesure les transactivateurs exprimés en stable peuvent 
transactiver le promoteur CR5. Les résultats normalisés obtenus 24 heures post-induction au 
cumate (seulement pour l’état ON) montrent encore une fois que le domaine p65 semble être 
un domaine d’activation qui pourrait entraîner une meilleure expression de la GFP que le 
domaine VP16 (Figure 14).  
 
 
 
Figure 14. Mesure de l’index de fluorescence normalisé ± écart-type provenant de la 
régulation du système CR5-GFP transfecté en transitoire dans des pools stables exprimant 
divers rcTA, différents au niveau du domaine d’activation relié à la portion CymR. Seulement 
les résultats pour l’état ON sont présentés ici. Le contrôle négatif (ctrl- CHO BRI) correspond 
à des cellules CHO BRI qui n’ont pas été transfectés avec un rcTA, mais qui ont été tranfectés 
en transitoire avec le CR5-GFP et le plasmide codant pour la SEAP. Données présentées à 
partir de trois expériences indépendantes pour chaque condition. 
 
 
3. Optimisation du CR5 via le nombre de séquences opératrices CuO 
 
Un deuxième paramètre pouvant influencer la force d’un système inductible est le nombre de 
séquences opératrices situées en amont du promoteur minimal qui le compose. Les plasmides 
pTT75-CuO1-GFP, pTT75-CuO3-GFP, pTT75-CuO6-GFP et pTT75-CuO7-GFP contenant 
respectivement 1, 3, 6 et 7 séquences opératrices dans le CR5 ont été transfectés à raison de 
2,5 ug, en transitoire, dans les cellules CHOBRI-55E3. Le pTT75-CuO6-GFP correspond à la 
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configuration de promoteur présentement utilisé dans le système inductible au cumate. Le 
plasmide codant pour SEAP a également été transfecté pour pouvoir normaliser les résultats. 
Ces derniers ont été obtenus 24 heures post-transfection en même temps que ceux pour 
l’activité SEAP (Figure 15).  
 
 
A.  B. 
 
Figure 15. (A) Effet du nombre de répétitions de la séquence opératrice CuO dans le 
promoteur CR5 sur l’index de fluorescence normalisé ± écart-type provenant de la régulation 
du système CR5-GFP transfecté en transitoire dans les cellules CHO55E3, pour les états ON 
et OFF. Le contrôle négatif utilisé correspond à une transfection de ssDNA et de plasmide 
codant la SEAP, sans système CR5-GFP. (B) Effet du nombre de répétitions de la séquence 
opératrice CuO dans le promoteur CR5 sur l’étanchéité du système, déterminé par le ratio 
ON/OFF. Données présentées à partir de trois expériences indépendantes pour chaque 
condition. 
 
 
À première vue, les résultats obtenus montrent une certaine tendance vers la règle suivante : 
plus il y a de séquences opératrices dans le promoteur, plus l’expression du gène d’intérêt est 
élevée. Il faut cependant rester prudent et constater que pour 3, 6 et 7 séquences CuO, les 
index de fluorescence ne sont pas significativement différents. Un seul CuO n’offre cependant 
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pas un bon niveau d’activation de la transcription de la GFP en comparaison avec les autres 
promoteurs testés. On remarque également qu’à mesure qu’on augmente le nombre de copies 
de CuO dans le promoteur, on perd de l’étanchéité au niveau du système, ce qui n’est pas 
souhaitable.  
 
4. Optimisation du CR5 via l’espacement entre les CuO et la boîte TATA  
 
Un autre angle pour optimiser le CR5 est celui de l’espacement qui sépare la portion 
génomique contenant les séquences opératrices de la boîte TATA du promoteur minimal 
hCMV*-1 dans CR5. Différentes constructions du promoteur contenues dans le contexte du 
plasmide pTT75-GFP ont été générées, donnant naissance aux plasmides pTT75-CuO10-GFP, 
pTT75-CuO12-GFP, pTT75-CuO14-GFP, pTT75-CuO16-GFP, pTT75-CuO18-GFP et pTT75-
CuO110-GFP. Le chiffre après «CuO1» réfère à l’espacement supplémentaire entre le CuO et 
la boîte TATA par rapport au plasmide de référence pTT75-iniCuO-GFP (voir Matériel et 
méthodes). Les constructions ne contiennent qu’un seul CuO de façon à faciliter la conception 
des oligonucléotides utilisés et les clonages. L’espacement a été testé en utilisant VP16 dans le 
rcTA transactivant le CR5 en transitoire dans les CHOBRI-55E3 (lignée clonale exprimant 
CymR-VP16) dans un premier temps (Figure 16A), et p65 dans les CHOBRI (seulement l’état 
ON) dans un deuxième temps (Figure 16B). 1,5 µg de plasmide contenant la construction 
testée du CR5 ont été transfectés avec 1,5 µg de plasmide contenant le rapporteur SEAP. Le 
contrôle négatif (ctrl-) contenait également 1,5 µg de plasmide codant pour SEAP, mais le 
plasmide contenant un système CR5-GFP a été remplacé par 1,5 µg de ssDNA.  
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A. 
    
 B. 
 
Figure 16. Effet de l’espacement supplémentaire entre le CuO et la boîte TATA du promoteur 
minimal hCMV*-1 qui existe dans le plasmide pTT75-iniCuO-GFP sur l’index de 
fluorescence normalisé ± écart-type, provenant de la régulation du système CR5-GFP 
transfecté en transitoire, pour les états ON et OFF (seulement ON en B). Le rcTA qui 
transactive le CR5 est CymR-VP16, dans les cellules CHO55E3 en (A) et CymR-p65 dans les 
cellules CHOBRI en (B). Le contrôle négatif (ctrl-) a été transfecté avec le plasmide codant 
pour la SEAP comme pour les autres conditions, mais le plasmide contenant un système CR5-
GFP a été remplacé par du ssDNA. Données présentées à partir de trois expériences 
indépendantes pour chaque condition. * Résultats entre 0 pb et 6 pb significativement 
différents avec p < 0,05 selon le test t de Student. 
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Les résultats normalisés obtenus 24 heures post-transfection nous démontrent, dans le cas avec 
VP16 comme domaine d’activation (Figure 16A), qu’aucune des constructions testées ne 
semble être meilleure que celle utilisée dans le pTT75-iniCuO-GFP (0 pb). L’espacement 
CuO-TATA ne semble pas non plus avoir d’effet sur l’étanchéité du système (ON/OFF). Dans 
le cas des tests avec p65 comme domaine d’activation (Figure 16B), les résultats sont 
similaires à ceux obtenus avec VP16, c’est-à-dire que la configuration dans le pTT75-iniCuO 
(0 pb) semble être celle qui permet une meilleure expression du gène d’intérêt. 
 
5. Optimisation du CR5 via l’espacement entre les CuO  
 
Toujours dans la même optique d’optimiser l’espacement entre les éléments du CR5, la 
prochaine étape était de tester celui qui sépare les séquences opératrices de ce dernier. 
Actuellement, il n’y a pas d’espacement (0 pb) entre les six séquences CuO du CR5. Dans le 
but de simplifier les clonages, des configurations de promoteurs possédant seulement trois 
CuO au lieu de six comme dans le CR5 actuel ont été utilisés. Selon les résultats précédents 
(Figure 15), les résultats montrent qu’il n’y a pas de différence significative d’expression entre 
3x-CuO et 6x-CuO, et que l’étanchéité s’en trouve même améliorée. C’est donc justifiable 
d’utiliser seulement 3x-CuO pour les tests suivants. Comme dans le cas des tests d’espacement 
entre la séquence opératrice et la boîte TATA présentée précédemment, le rcTA contenant 
VP16 a été testé en transitoire dans les cellules CHOBRI-55E3 (Figure 17A) alors que celui 
contenant p65 a été testé dans les CHOBRI (Figure 17B). 2 µg de plasmide contenant les 
différentes constructions de CR5 ont été transfectés avec 1 µg de plasmide codant pour SEAP. 
Les résultats normalisés obtenus 24 heures post-transfection avec VP16 montrent que six 
paires de bases d’espacement entre les CuO engendrent une augmentation significative de 
l’expression du rapporteur d’environ 1,5 fois plus que pour aucun espacement. Le ratio 
ON/OFF ne semble pas être trop affecté par l’espacement, restant relativement proportionnel 
au maximum d’induction obtenu à l’état ON. On remarque la même tendance lorsqu’on utilise 
p65 comme domaine d’activation en remplacement de VP16 : six paires de bases entre les 
CuO étant l’espacement optimal. Il est intéressant de constater que dans les deux expériences, 
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un espacement de huit paires de bases génère une très faible expression du rapporteur, 
relativement aux autres configurations d’espacement. 
 
A. 
             
B. 
 
Figure 17. Effet de l’espacement entre chacune des trois séquences opératrices CuO des 
promoteurs testés sur l’index de fluorescence normalisé ± écart-type provenant de la 
régulation du système CR5-GFP transfecté en transitoire, pour les états ON et OFF (seulement 
ON en B). Le rcTA qui transactive le CR5 est CymR-VP16, dans les cellules CHO55E3 en 
(A) et CymR-p65 dans les cellules CHOBRI en (B). Le contrôle négatif (ctrl -) a été transfecté 
avec le plasmide contenant le rapporteur SEAP, et avec du ssDNA en remplacement du 
plasmide contenant CR5-GFP. Données présentées à partir de trois expériences indépendantes 
pour chaque condition. * Résultats entre 0 pb et 6 pb significativement différents avec p < 0,05 
selon le test t de Student. 
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L’étape subséquente était de voir si l’effet de l’espacement entre les CuO observé en 
transitoire était observable également lorsqu’on génère des pools stables qui ont incorporé le 
promoteur dans leur génome. En premier lieu, les transfections et sélections avec MSX ont été 
réalisées dans les CHOBRI-55E3, donc exprimant déjà le rcTA(VP16) en configuration 
double régulée. On a donc généré les pools stables CHO55E3-CR5-GFP (correspondant au 
CR5 actuel), CHO55E3-0CuO3-GFP, CHO55E3-2CuO3-GFP, CHO55E3-4CuO3-GFP, 
CHO55E3-6CuO3-GFP, CHO55E3-8CuO3-GFP et CHO55E3-10CuO3-GFP. Les pools à ON 
ont été ensemencés à 0,3 x 10
6
 cellules, induits 4 heures post-ensemencement avec 2 µg/ mL 
de cumate, et les résultats ont été obtenus par cytométrie en flux 48 heures post-induction 
(Figure 18). 
  
Figure 18.  Effet de l’espacement entre chacune des trois séquences opératrices CuO des 
promoteurs testés sur l’index de fluorescence ± écart-type provenant de la régulation du 
système CR5-GFP intégré dans des pools stables, pour les états ON et OFF. Le pool contenant 
4 paires de bases d’espacement entre les CuO a été contaminé avant de recueillir des résultats 
et ne figure pas dans ceux-ci. Le rcTA qui transactive le CR5 est CymR-VP16, dans les 
cellules CHO55E3. Le contrôle négatif (Ctrl- CHO55E3) ici n’a pas été transfecté avec un 
promoteur régulant la GFP. Données présentées à partir de trois expériences indépendantes 
pour chaque condition. * Résultats entre les pools indiqués significativement différents avec p 
< 0,05 selon le test t de Student. 
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Dans ce cas-ci, seulement l’index de fluorescence pour chaque pool est recueilli étant donné 
qu’il n’y a pas eu de transfection transitoire, donc pas de normalisation à faire. Les résultats en 
stable viennent valider les résultats obtenus en transitoire, c’est-à-dire que nous obtenons un 
espacement optimal avec six paires de bases séparant les séquences CuO. Huit paires de bases 
d’espacement demeurent très faibles en matière de stimulation de l’expression du transgène. 
On observe encore une fois que le ratio ON/OFF est meilleur lorsqu’on diminue le nombre de 
répétitions CuO de six à trois. Le ratio ON/OFF dans le cas du pool CHO55E3-6CuO3-GFP 
est toutefois moins optimal que pour d’autres configurations (comme dans les cas de 
CHO55E3-2CuO3-GFP ou CHO55E3-10CuO3-GFP), mais le plus intéressant est la différence 
significative dans le maximum d’expression qu’on atteint avec le pool CHO55E3-6CuO3-
GFP. 
 
La tendance étant confirmée dans les CHO55E3, nous voulions ensuite étudier l’espacement 
entre les CuO en stable dans les CHOBRI afin de pouvoir examiner la comparaison avec le 
domaine d’activation p65. Toutefois, seules les configurations stables les plus intéressantes de 
0 et 6 paires de bases d’espacement avec 3x-CuO, et celle actuellement dans le CR5 ont été 
comparées ici. Pour comparer l’effet des différents domaines d’activation dans les rcTA, ces 
derniers ont été transfectés à raison de 1,3 µg en transitoire dans les pools stables avec le 
plasmide codant pour SEAP afin de normaliser et avec du ssDNA. Les résultats pour l’index 
de fluorescence et l’activité SEAP ont été obtenus 24 heures post-transfection (Figure 19). 
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Figure 19. Effets combinés de l’espacement entre chacune des trois séquences opératrices 
CuO des promoteurs testés et du domaine d’activation sur l’index de fluorescence ± écart-type 
provenant de la régulation du système CR5-GFP intégré dans des pools stables, pour l’état ON 
dans les cellules CHOBRI. Le pool CHOBRI-CR5-GFP a été utilisé à des fins de comparaison 
avec le CR5 actuel (possédant six séquences CuO et non trois), et le contrôle négatif (Ctrl- 
CHOBRI) correspond aux cellules ne contenant pas de promoteur régulant la GFP. Le rcTA a 
été transfecté en transitoire après la sélection des pools stables. Données présentées à partir de 
trois expériences indépendantes pour chaque condition. * Résultats entre les pools indiqués 
significativement différents avec p < 0,05 selon le test t de Student. 
 
Encore une fois, la configuration avec 3x-CuO et 6 paires de bases d’espacement semble être 
la plus optimale pour conduire l’expression du gène rapporteur quoiqu’elle ne soit pas tout à 
fait significativement différente de celle comprenant aucun espacement avec 3x-CuO. La 
différence est cependant significative avec celle contenant 6x-CuO et aucun espacement. Il est 
également intéressant de constater qu’ici le rcTA portant p65 comme domaine d’activation 
n’engendre pas une expression significativement plus forte que dans le cas de VP16. 
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6. Optimisation du CR5 via la régulation du transactivateur avec le système 
inductible à la coumermycine 
 
Outre le fait de modifier le domaine d’activation du transactivateur dans le but de tenter de 
diminuer le phénomène de séquestration, tester la régulation de l’expression du transactivateur 
par un autre système inductible que celui au cumate pourrait être une stratégie potentielle. Des 
expériences menées par le groupe de Bernard Massie dans les lignées stables CHO exprimant 
le cTA ou le rcTA ont montré que le niveau de transactivateur produit était relativement faible 
(données non publiées). Le phénomène de toxicité du transactivateur à forte dose en serait 
probablement la cause. De plus, d’autres expériences avaient démontré que l’on pouvait 
augmenter le niveau de cTA dans une lignée stable CHO-cTA via une expression transitoire 
par vecteur adénoviral, ce qui avait comme conséquence d’augmenter le niveau d’expression 
du promoteur CR5 (données non publiées). On émet donc l’hypothèse qu’il est possible 
d’obtenir une meilleure transactivation du CR5 en augmentant la quantité de transactivateur 
produit dans la cellule, mais la configuration utilisée actuellement en lignées stables semble 
limiter cette expression de transactivateur. On souhaite donc tester un autre système de 
régulation de l’expression du transactivateur en stable, indépendant du cumate, afin de voir si 
une meilleure étanchéité ou un plus grand niveau d’expression de transactivateur est possible.  
 
Le système inductible à la coumermycine a été décrit précédemment (voir Matériel et 
Méthodes). La première étape a été de tester notre plasmide pVR10-GFP contenant le 
promoteur inductible à la coumermycine et la quantité optimale de transactivateur codé par le 
plasmide pMPG-GyrB-AD à transfecter dans les cellules CHO-BRI. Pour ce faire, nous avons 
transfecté trois différentes quantités de GyrB-AD (0,5 µg-1 µg-1,5 µg) avec 1 µg de pVR10-
GFP et 0,5 µg de plasmide codant la SEAP. Du ssDNA a été utilisé afin de rendre la quantité 
d’ADN totale transfectée à 3 µg. La coumermycine A1 a été ajoutée à 10 nM et a été ajoutée 4 
heures post-transfection. Les résultats pour l’activité SEAP et l’intensité de fluorescence 
normalisée ont été obtenus 24 heures post-transfection (Figure 20). Ils ont démontré qu’il n’y 
avait pas de différence notable entre les trois quantités testées, et que 0,5 µg de plasmide 
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portant le transactivateur GyrB-AD transfecté était suffisant pour avoir une bonne expression. 
Le potentiel d’induction du système dans ce test est surprenant, et cela démontre que le 
système est bel et bien fonctionnel dans les conditions d’expérimentation. 
 
 
 
Figure 20. Mesure de la quantité optimale de transactivateur GyrB-AD en cotransfection avec 
pVR10-GFP  afin de maximiser l’index de fluorescence normalisé observé en transfection 
transitoire dans les cellules CHOBRI. Une concentration de 10 nM de coumermycine a été 
utilisée pour induire le système. Le contrôle négatif non-induit correspond aux conditions 
testées pour 1 µg de GyrB-AD, mais sans ajout de coumermycine au milieu. 
 
 
Maintenant que nous savions que le système fonctionnait efficacement pour réguler la 
transcription du gène en aval du promoteur et que nous connaissions la quantité optimale de 
transactivateur à transfecter, nous avons répété le même test mais cette fois-ci avec la 
construction pVR10-cTA, c’est-à-dire le transactivateur (avec VP16 comme domaine 
d’activation) sous contrôle du promoteur inductible à la coumermycine. Trois conditions (0,5 
µg-1 µg-1,5 µg) de plasmide pVR10-cTA ont été transfectées avec 0,5 µg de pMPG-GyrB-
AD, 0,5 µg de pTT-CR5-GFP (rapporteur primaire), 0,5 µg de plasmide codant la SEAP 
(rapporteur secondaire) et la quantité nécessaire de ssDNA pour  rendre la quantité totale 
d’ADN transfectée à 3 µg. Afin de tester les niveaux d’induction avec la coumermycine et le 
cumate, la condition 1 µg de pVR10-cTA a été induite ou non induite avec la coumermycine 
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au cumate est à l’état ON sans cumate et à l’état OFF en présence de cumate. Les inducteurs 
ont été ajoutés au milieu 4 heures post-transfection. Les résultats obtenus 48 heures post-
transfection nous montrent encore une fois l’efficacité et l’étanchéité du système à la 
coumermycine, dont l’activité à OFF (sans coumermycine) est presqu’indétectable (Figure 
21). L’induction du système (sans cumate) est d’environ 1,5 fois lorsqu’on la compare avec sa 
condition homologue de 1 µg transfecté à OFF (avec cumate).  
 
 
Figure 21. Mesure de la quantité optimale de pVR10-cTA en cotransfection avec pMPG-
GyrB-AD  afin de maximiser l’index de fluorescence normalisé observé en transfection 
transitoire dans les cellules CHOBRI. Une concentration de 10 nM de coumermycine a été 
utilisée pour induire le système à la coumermycine et 2 µg/mL de cumate pour le système au 
cumate.  
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produire des pools stables qui réguleraient aussi efficacement l’expression du transactivateur  
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plasmide contenant le transactivateur cTA sous régulation du promoteur constitutif CMV5. 
Ainsi, 1,4 µg de plasmide codant pour le transactivateur (pAdCMV5-cTA et pVR10-cTA) ont 
été cotransfectés et sélectionnés dans les pools stables déjà établis (1
ère
 ronde de sélections, 
voir figure 19) qui contiennent les configurations d’espacement potentiellement optimales du 
système inductible au cumate avec GFP comme gène régulé (CHOBRI-0CuO3-GFP, 
CHOBRI-6CuO3-GFP et CHOBRI-CR5-GFP). Dans le cas des tests avec le système 
inductible à la coumermycine, il a fallu également transfecté le plasmide codant pour GyrB-
AD afin de l’intégrer en stable dans le génome des cellules. La deuxième ronde de sélection a 
été effectuée avec la puromycine, étant donné que l’établissement des pools stables avec les 
constructions de différents espacements entre les CuO avaient été générés avec la sélection au 
MSX. Une fois les pools stables établis, ils ont été ensemencés à 0,3 x 10
6 
cellules / mL, induit 
au cumate et/ou à la coumermycine 24 heures post-ensemencement, et l’intensité du signal 
GFP a été mesuré 48 heures post-induction.  
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B. 
Pool CHOBRI-CMV5-cTA/0CuO3-GFP 
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Pool CHOBRI-pVR10-cTA/GyrB-AD/0CuO3-GFP 
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Figure 22. (A) Comparaison de l’index de fluorescence générés par les pools stables de 
cellules CHOBRI dont l’expression du cTA est régulée via le promoteur constitutif CMV5 (3 
premières conditions) ou le système inductible à la coumermycine (3 dernières conditions). 
L’expression basale réfère à l’absence d’induction des systèmes. L’induction du système CR5-
GFP pour les différentes configurations testées a été faite avec 2 µg/mL de cumate. Dans les 
conditions où l’on a testé la régulation par le système à la coumermycine, 10 nM de 
coumermycine A1 a été utilisée pour l’induction du cTA. L’index de fluorescence a été 
mesuré à partir de la population totale positive pour l’expression de GFP pour chaque pool. 
(B) Exemple de comparaison des graphiques d’analyse de cytométrie en flux montrant 
l’intensité de fluorescence des populations de cellules composant les pools CHOBRI-CMV5-
cTA/0CuO3-GFP et CHOBRI-pVR10-cTA/GyrB-AD/0CuO3-GFP induits. La population de 
cellules ayant un grand potentiel d’induction est représentée en vert foncé. 
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Les trois premières conditions testées correspondent à l’expression constitutive du cTA 
régulée par le promoteur CMV5-cTA, et les trois autres sont des conditions liées à l’usage du 
promoteur inductible à la coumermycine pour la régulation du cTA. Le transactivateur ainsi 
exprimé de manière constitutive ou inductible vient transactiver le système CR5-GFP intégré 
en stable dans les six pools. Les trois derniers pools de la Figure 22A contiennent donc deux 
systèmes inductibles intégrés en stable : le système à la coumermycine et le système au 
cumate CR5. À la lumière des résultats obtenus par cette expérience, on remarque 
premièrement sur la Figure 22A que pour les pools avec expression constitutive du cTA, on 
observe un ratio induit/expression basale d’environ 1,5 pour les trois pools testés. 
Deuxièmement, en ce qui a trait aux pools dont le cTA est sous régulation inductible, on 
remarque que le niveau d’expression basale pour ces trois pools est très faible, de deux à trois 
fois plus bas que pour leur homologue constitutif. Cependant, quand on ajoute de la 
coumermycine au milieu, on observe une forte induction relative par rapport à lorsque le 
système inductible n’est pas induit. L’index de fluorescence du niveau induit à la 
coumermycine augmente de 6 fois le niveau basal dans le cas du pool CHOBRI-pVR10-
cTA/GyrB-AD/0CuO3-GFP, d’environ 5 fois dans le cas du pool CHOBRI-pVR10-
cTA/GyrB-AD/6CuO3-GFP, et d’un peu plus de 3 fois dans le cas du pool CHOBRI-pVR10-
cTA/GyrB-AD/6CuO6-GFP. En ce qui a trait à la comparaison entre les deux types de 
régulation du cTA, on peut seulement comparer les pools correspondants (par exemple 
CHOBRI-CMV5-cTA/0CuO3-GFP avec CHOBRI-pVR10-cTA/GyrB-AD/0CuO3-GFP) 
étant donné qu’ils proviennent du même pool de cellules à la base. On constate que le 
maximum d’expression de la GFP est plus fort avec le système inductible à la coumermycine 
seulement dans un cas sur trois (0CuO3), les deux autres configurations de promoteur 
n’occasionnant pas le même résultat. La figure 22B permet de comparer dans deux pools 
correspondants (à partir du pool de base 0CuO3-GFP) la proportion de cellules qui démontre 
un fort potentiel d’induction. On peut voir qu’il y a une plus grande population de cellules qui 
expriment GFP à un plus haut niveau dans le cas du pool contenant le système à la 
coumermycine (les échelles pour la quantité de cellules mesurées sont différentes entre les 
deux graphiques). 
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Une expérience de dose-réponse à la coumermycine testée avec le pool CHOBRI-pVR10-
cTA/GyrB-AD/6CuO3-GFP a été réalisée et ne montre pas de variations importantes dans 
l’induction du système lorsqu’on utilise des concentrations de coumermycine de 0,5 nM à 50 
nM (données non présentées). Ceci démontre que pour le même résultat, nous pourrons 
dorénavant utiliser des concentrations d’aussi peu que 0,5 nM de coumermycine pour induire 
le système. 
 
 
 
 
   
Discussion 
 
Les résultats obtenus dans le présent projet seront discutés en trois temps : l’optimisation 
d’éléments cis-actifs dans le promoteur CR5, l’optimisation d’éléments trans-actifs dans le 
promoteur CR5 et l’optimisation par la régulation de l’expression du cTA par un système 
inductible à la coumermycine. 
 
 
1. Optimisation d’éléments cis-actifs dans le promoteur CR5 
 
 
Optimisation du CR5 en modifiant la séquence CuO 
 
 
Des expériences avec l’opéron lac au début des années 1980 avaient démontré que la séquence 
du ou des opérateurs d’un système d’expression avait un impact sur la régulation de celui-ci. 
L’équipe de Sadler avait d’ailleurs démontré que dans le cas de cet opéron, le répresseur se 
liait à la séquence opératrice avec plus d’affinité (8 à 10 fois plus) lorsque cette dernière 
présentait un palindrome parfait (Sadler et al, 1983). Des études similaires ont été faites avec 
le système inductible au cumate, sans toutefois que des différences significatives ne soient 
notées entre l’utilisation de séquences opératrices comportant des palindromes parfaits ou 
imparfaits (Mullick et al, 2006). Suite à des analyses de bio-informatique, le groupe de Choi 
ont développé une séquence CuO synthétique très similaire à la séquence CuO native dans 
l’opéron cmt de Pseudomonas putida F1, mais qui formerait une structure secondaire qui 
pourrait potentiellement lier le CymR avec une meilleure affinité. En fait, les deux séquences 
comportent des palindromes parfaits et ne divergent que par quelques nucléotides entre les 
palindromes. Avant de procéder aux autres tests d’optimisation, il était primordial de vérifier 
si la séquence synthétique CuO développée par le groupe de Choi allait permettre une 
meilleure expression du transgène régulé par le CR5. Les résultats obtenus (Figure 11) 
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permettent de conclure que la séquence initiale, ou native, actuellement présente dans le CR5 
permet une meilleure expression du gène d’intérêt. Ceci étant, ces résultats ne démontrent pas 
qu’aucune amélioration de la séquence CuO peut être apportée. La caractérisation des 
interactions biochimiques entre CymR et l’opérateur CuO permettrait d’établir une séquence 
optimale pour la transactivation du CR5. 
 
 
Optimisation du CR5 via le nombre de séquences opératrices CuO 
 
Le CR5 comporte six séquences CuO par défaut, étant donné qu’il s’agit du nombre de 
séquences opératrices maximal qui ont pu être insérées lors de la conception du système 
(Mullick et al, 2006). À titre de comparaison, le système inductible à la tétracycline développé 
par Gossen et Bujard et optimisé en système TR5, ayant une configuration semblable au 
promoteur CR5 développé par le groupe de Bernard Massie, comporte sept séquences 
opératrices TetO (Gossen et Bujard, 1992; Massie et al, 1998a). La configuration de ce type de 
système inductible, notamment le nombre de séquences opératrices dans le promoteur, avait 
déjà été modifiée et on a constaté que l’augmentation du nombre de sites TetO corrélait avec 
une régulation plus efficace du gène d’intérêt en aval du promoteur (Agha-Mohammadi et al, 
2004). Cette expérience n’avait malheureusement pas été faite avec le CR5.  
 
Les résultats obtenus en comparant différentes constructions du CR5 impliquant un nombre 
croissant de séquences CuO (1x-CuO, 3x-CuO, 6x-CuO et 7x-CuO) montrent que ce qui avait 
été observé avec le système inductible à la tétracycline semble être également applicable dans 
ce contexte-ci (Figure 15).  Il faut toutefois rester prudent car il n’y a pas de différences 
significatives entre 3x-CuO, 6x-CuO et 7x-CuO. Ces trois dernières configurations du CR5 
sont plus efficaces pour activer la transcription du gène d’intérêt étant donné qu’en ayant 
plusieurs CuO sur le promoteur, on vient augmenter l’avidité entre les séquences opératrices et 
les molécules de transactivateur, qui se lient aux CuO via la portion CymR. Il y a donc plus de 
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molécules de transactivateurs à proximité du promoteur. Un deuxième effet est celui de la 
synergie qui se crée lorsque plusieurs molécules de transactivateur viennent se lier aux 
multiples séquences CuO. La synergie est une propriété qu’ont les transactivateurs d’interagir 
ensemble à proximité d’un promoteur afin de maximiser les interactions et le recrutement des 
facteurs de la machinerie de transcription cellulaire. Ceci peut être accompli par l’interaction 
de multiples molécules de transactivateurs avec un seul facteur de transcription afin 
d’augmenter l’avidité de la liaison, ou par l’interaction de multiples transactivateurs avec 
plusieurs facteurs impliqués dans différentes étapes de l’initiation de la transcription (Ptashne, 
1988; Lin et al, 1990).  
 
Augmenter le nombre de séquences opératrices dans le promoteur afin de maximiser 
l’expression du gène d’intérêt a cependant un coût : l’étanchéité du système, présentée par le 
ratio ON/OFF, diminue à mesure qu’on augmente les sites. Ceci avait également été observé 
par le groupe de Fussenegger avec un système régulé aux streptogramines (Fussenegger et al, 
2000). Pour le présent projet, la configuration de promoteur présentant un meilleur équilibre 
entre maximum d’activation et étanchéité a été celle contenant 3x-CuO, et a donc été utilisée 
pour les tests d’optimisation de l’espacement entre les CuO.  
 
En continuité, tenter d’augmenter le nombre de séquences CuO au-delà de 7 répétitions dans 
le CR5 pourrait être intéressant afin de vérifier à quel nombre de répétitions la stimulation de 
la transcription plafonne.  
 
 
Optimisation du CR5 via l’espacement entre les CuO et la boîte TATA 
 
Le présent projet a été inspiré des expériences d’optimisation du groupe de Weber sur des 
promoteurs inductibles aux streptogramines et aux macrolides. Parmi ces expériences, on 
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faisait varier l’espacement séparant l’opérateur du promoteur minimal, et les résultats ont 
montré qu’on pouvait obtenir jusqu’à 3 fois plus d’induction en utilisant une configuration 
d’espacement possédant seulement 2 paires de bases de plus entre ces deux éléments dans les 
cellules CHO-K1 (Weber et al, 2002). La boîte TATA du promoteur minimal est très 
importante, étant donné que c’est à ce locus que se liera le complexe de pré-initiation de la 
transcription. Les séquences opératrices sont également capitales, car ce sont en ces sites que 
les molécules de transactivateur viendront se lier. L’espacement entre les deux éléments est 
donc un paramètre essentiel qui a une influence sur l’encombrement stérique de la région du 
promoteur et sur la rotation dans l’hélice d’ADN qui positionnera les surfaces de l’ADN avec 
lesquelles les facteurs interagissent. Ajouter deux paires de bases d’espacement est équivalent 
au niveau moléculaire à une rotation de l’hélice d’ADN de 72°, donc 10 paires de bases 
correspondent à une rotation complète de l’hélice (Weber et al, 2002). Idéalement, les 
séquences opératrices et la boîte TATA du promoteur minimal devraient se retrouver du même 
côté de l’ADN afin de faciliter l’activation de la transcription. 
 
Étant donné que nous ne savons pas comment les séquences opératrices sont positionnées sur 
l’hélice en termes de rotation de celle-ci par rapport à la boîte TATA dans notre promoteur, 
nous avons utilisé des éléments d’espacement de deux paires de bases, ajoutant à chaque fois 
une rotation de 72° dans l’ADN. Dans les cellules CHOBRI-55E3 transactivés par CymR-
rcTA(VP16), avec une seule séquence opératrice dans le promoteur, les résultats obtenus 
montrent que l’ajout de 6 paires de bases a un effet délétère sur l’activation de la transcription 
(Figure 16). Ceci indique qu’avec 6 paires de bases d’espacement on doit probablement 
positionner la séquence opératrice du côté opposé à la boîte TATA. Avec 0 paire de bases et 
10 paires de bases d’espacement, on se trouve à avoir un niveau d’activation similaire, ce qui 
est cohérent avec le fait que la rotation est complète à 10 paires de bases et donc que ces deux 
espacements correspondent à la même position de l’hélice en terme de rotation. Le fait que les 
autres espacements ne soient pas différents en termes d’activation de la transcription (sauf 6 
paires de base) démontre que l’interaction entre le transactivateur et le complexe de pré-
initiation de la transcription est assez forte pour permettre une certaine flexibilité dans 
l’espacement entre les deux, quitte à appliquer une force de torsion dans l’ADN, tel que décrit 
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par Warne et deHaseth (Warne et deHaseth, 1993). Dans le cas des expériences dans les 
cellules CHOBRI avec CymR-p65 comme transactivateur, aucune différence n’est remarquée 
entre chacune des configurations d’espacement testée. Comme il s’agit d’un résultat différent 
d’avec VP16, il est probable que la fusion avec p65 ait un effet qui modifie la structure 
tridimensionnelle du transactivateur, le rendant apte à établir une bonne interaction avec le 
complexe de pré-initiation de la transcription même lorsque les deux éléments sont positionnés 
sur des surfaces opposées de l’hélice. À la lumière de ces résultats, il serait intéressant de 
concevoir un promoteur à 6x-CuO avec la configuration correspondant ici à 0 paire de bases 
afin de pouvoir comparer sa force avec celui du CR5 actuel. De plus, la comparaison de 
constructions de promoteur contenant des différences de plusieurs dizaines de paires de bases 
entre les séquences CuO et la boîte TATA permettraient de voir si l’éloignement spatial entre 
les deux composantes a un véritable impact sur la force du promoteur (contrairement aux 
résultats obtenus ici qui démontrent plus un effet de la rotation de l’hélice d’ADN). 
 
 
Optimisation du CR5 via l’espacement entre les CuO 
 
Tel qu’il a été mentionné précédemment, un promoteur CR5 comportant 3x-CuO a été utilisé 
dans les tests d’espacement entre les séquences CuO. Comme pour l’espacement entre les 
séquences opératrices et la boîte TATA du promoteur minimal, modifier l’espacement entre 
les opérateurs eux-mêmes revient à modifier la configuration spatiale et stérique afin de voir 
quelle conformation de l’hélice d’ADN est la plus optimale pour lier les facteurs régulant la 
transcription. En effet, l’espacement entre les CuO peut avoir un rôle sur l’optimisation de la 
synergie entre les molécules de transactivateurs liés aux CuO et par conséquent sur le niveau 
de recrutement, à proximité du promoteur, des facteurs de transcription cellulaires par le 
domaine d’activation. Il est à noter que la séquence en nucléotides des éléments d’espacement 
a un impact sur l’initiation de la transcription étant donné que la conformation 
tridimensionnelle de l’hélice peut en être modifiée (Hannig et Makrides, 1998). Pour notre 
part, la séquence en nucléotides des éléments d’espacement est la même que celle utilisée pour 
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les tests similaires effectués par le groupe de Weber (Weber et al, 2002). Dans le CR5 actuel 
qui comporte 6x-CuO et utilisé pour les productions, il n’y a aucun espacement (0 pb) entre 
les séquences CuO. Selon nos résultats en transitoire, il y a un gain significatif d’expression du 
gène d’intérêt lorsque cet espacement comporte 6 paires de bases (6 pb), à la fois lorsque 
CymR-VP16 est le transactivateur utilisé de même que pour CymR-p65 (Figure 17). Comme 
chaque CuO fait 32 paires de bases, cela signifie qu’environ 3 et 1/5 tours sépare deux CuO en 
leur point central quand il n’y a aucun espacement. Si on ajoute 6 paires de bases, il y a donc 
38 paires de bases entre les points centraux ce qui signifie qu’on se rapproche de rotations 
complètes de l’hélice (multiples de 10) et donc d’interactions du même côté de l’hélice pour 
chaque CuO. Cependant, la rotation complète surviendrait avec 8 paires de bases 
d’espacement, et cette configuration est selon nos résultats la moins stimulante de la 
transcription. Il faut se rappeler que ces hypothèses prennent pour acquis le fait que le 
transactivateur va se lier en un point central du CuO, ce qui n’est peut-être pas le cas. La 
rotation dans l’ADN aurait donc probablement un moins grand rôle à jouer dans le cas de 
l’espacement entre opérateurs que l’espacement lui-même. L’espacement de 6 paires de bases 
serait optimal pour maximiser la synergie entre les molécules de transactivateurs liés et pour  
la capacité de ceux-ci à recruter des facteurs de transcription à proximité du promoteur. Des 
tests semblables avaient montré que pour le promoteur inductible à la tétracycline, 
l’optimisation de la synergie entre les molécules transactivatrices survenait lorsque les 
séquences TetO étaient positionnées en des surfaces opposées sur l’hélice, un peu comme le 
cas de notre promoteur avec 6 paires de base d’espacement (Agha-Mohammadi et al, 2004). 
 
Les résultats en transitoire (pour CymR-VP16) ont été reproduits en pools stables par 
l’intégration des différentes configurations d’espacement testées dans les CHO55E3 (Figure 
18) et on a observé les mêmes résultats. Un contrôle supplémentaire correspondant à la 
configuration actuelle du CR5 (6x-CuO avec 0 pb d’espacement) a été effectué et on a 
constaté que malgré la différence en nombre de sites CuO, le 3xCuO avec 6 paires de bases 
d’espacement est environ 1,5 fois plus fort que le CR5 actuel. 
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Les configurations de promoteurs comportant 3x-CuO avec 0 et 6 paires de bases 
d’espacement, ainsi que le contrôle 6x-CuO avec 0 paire de bases d’espacement (configuration 
du CR5 actuelle) ont été gardées pour les tests subséquents. Selon les tests effectués sur le 
nombre de répétitions CuO (Figure 15), il ne devrait pas y avoir de différence significative 
entre 3x-CuO et 6x-CuO pour le 0 pb d’espacement. C’est d’ailleurs ce que l’on observe avec 
les pools stables générés dans les CHOBRI afin de pouvoir comparer l’effet combiné du 
domaine d’activation (en transitoire) avec les conditions d’espacement (intégré en stable) sur 
l’activation de la transcription (Figure 19). Dans cette expérience, la transactivation avec le 
rcTA contenant VP16 et p65 est similaire pour toutes les conditions testées, ce qui est différent 
de ce qui avait été observé en transitoire préalablement (voir Figure 13 pour 1,3 µg de 
plasmide codant le rcTA transfecté), mais qui s’en rapproche. Comme il a été mentionné 
précédemment, il faut être prudent lorsqu’on compare des pools de cellules étant donné leur 
hétérogénéité. Ce qui est frappant toutefois dans ces résultats est de voir encore une fois la 
supériorité de la configuration avec 6 paires de bases d’espacement entre les CuO sur la 
configuration du CR5 actuelle (Figure 19). 
 
L’étape suivante dans l’analyse de l’espacement entre CuO consistera à générer des pools 
stables exprimant un produit final thérapeutique, comme un anticorps recombinant, régulé par 
la configuration optimale observée. Cela permettra de vérifier si les résultats pour l’expression 
de GFP sont validés par d’autres tests avec l’expression d’une protéine sécrétée.  
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2. Optimisation d’éléments trans-actifs dans le promoteur CR5 
 
 
Optimisation du CR5 via les domaines d’activation du cTA et du rcTA 
 
VP16 est un domaine d’activation qui a fait l’objet d’une multitude d’études concernant sa 
structure tridimensionnelle, ses interactions avec la machinerie de transcription cellulaire, sa 
capacité à stimuler la transcription de gènes, ses propriétés biochimiques, etc. Il a également 
été utilisé dans plusieurs systèmes inductibles où il était fusionné à un domaine de liaison à 
l’ADN, dont le système à la tétracycline (Fussenegger, 2001). Étant un activateur puissant, il 
permet d’activer à un niveau élevé la transcription d’un gène d’intérêt dans un système 
d’expression, comme dans le cas dans le système CR5. L’inconvénient avec les activateurs 
forts, c’est qu’ils sont aussi des séquestreurs importants dans le phénomène de séquestration. 
Ce dernier est caractérisé par le fait qu’un domaine d’activation qui a beaucoup d’affinité pour 
des facteurs de transcription cellulaires, comme VP16, va se lier à ceux-ci sans qu’il soit dans 
un contexte d’activation de la transcription dans un promoteur (Triezenberg et al, 1988). 
Ainsi, les cTA ou rcTA libres dans le noyau peuvent lier et séquestrer les facteurs de 
transcription cellulaires, ce qui a pour conséquence d’empêcher ces derniers de réguler la 
transcription d’autres gènes importants dans la cellule. Il en résulte une toxicité  pour la 
cellule, dont les niveaux de croissance, de transcription et d’expression de protéines sont 
affectés. Il n’est pas exclu non plus que les molécules de cTA ou de rcTA puissent se lier  sur 
des séquences promotrices du génome de la cellule hôte, pouvant ainsi perturber sa régulation 
génique. L’hypothèse que ces phénomènes se produisent également dans les cellules de 
mammifère avec VP16, dont les cellules CHO, a été faite suite à l’observation qu’on ne peut 
pas exprimer le transactivateur au-delà d’un certain niveau (communication personnelle). De 
plus, quoique cela n’ait pas été étudié, le domaine VP16, pourrait peut-être être moins bien 
toléré dans les cellules de mammifères à cause de son origine virale. 
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L’objectif de cette partie était donc de vérifier s’il était possible d’obtenir une meilleure 
expression du gène d’intérêt régulé par le CR5 en modifiant le domaine d’activation VP16 du 
transactivateur par d’autres domaines déjà étudiés. Entre autres, p65, le domaine d’activation 
de NF-κB, possède également un fort potentiel d’activation qui a été utilisé dans plusieurs 
systèmes d’expression. Portant tous les deux des domaines d’activation acides, VP16 et p65 
agissent de façon similaire en recrutant des facteurs de la machinerie de transcription cellulaire 
au promoteur. Alors que VP16 interagit avec une multitude de facteurs cellulaires dont TFIIA, 
TBP, TFIIB, TFIIH, Oct-1 et HCF, p65 lui interagit plus spécifiquement avec TFIIB et TBP 
(Sullivan et al, 1998; Schmitz et al, 1995). Ces deux domaines sont donc plutôt similaires 
quant à leur mécanisme d’activation et leur niveau de transactivation. C’est d’ailleurs ce que 
nous avons observé dans ce projet en comparant les deux domaines fusionnés à la protéine 
CymR. En ce qui concerne la configuration cTA (Figure 12), aucune différence significative 
de transactivation entre les deux domaines n’a été observée, alors que dans le cas de la 
configuration rcTA (Figure 13), on observe des différences significatives à mesure qu’on 
augmente la quantité de transactivateur transfectée en transitoire. Mullick et al ont montré que 
les deux configurations (cTA et rcTA) n’ont pas le même potentiel de transactivation et cela 
peut donc expliquer la différence de résultats obtenus ici entre ces deux configurations 
(Mullick et al, 2006). Les cellules semblent cependant mieux tolérer et mieux utiliser une plus 
grande quantité de rcTA portant p65 que la situation similaire avec VP16 (Figure 13). 
D’ailleurs, le niveau de transactivation  du domaine p65 dans un contexte de cellules humaines  
avait déjà été montré supérieur à celui de VP16, possiblement à cause de l’origine humaine du 
facteur (Fussenegger, 2001). Il faut tout de même rester prudent quant à ce résultat vis-à-vis le 
présent projet, étant donné que les cellules CHO ne sont pas d’origine humaine, mais des 
cellules de rongeur. Elles restent cependant toutes deux des cellules de mammifères. 
 
Deux autres domaines d’activation ont été testés dans les mêmes conditions que VP16 et p65. 
Le premier, Gal4, est également un domaine d’activation acide porté par la protéine du même 
nom, et provenant de l’opéron galactose dans la levure. Le domaine de liaison à l’ADN de 
Gal4 a été plus utilisé dans les systèmes d’expression que son domaine d’activation. Ce qui est 
intéressant cependant, c’est que le phénomène de séquestration est prévenu dans la levure par 
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la présence d’une protéine régulatrice, Gal80, qui se lie et couvre la surface activatrice de Gal4 
en absence d’inducteur. Dans le cas de transactivateur chimérique avec Gal4 comme domaine 
d’activation, ce dernier possède aussi des propriétés de séquestreurs de facteurs de 
transcription, notamment par sa liaison avec TBP et l’ARN polymerase II (Gill et Ptashne, 
1988). Dans les expériences avec cTA et rcTA (Figures 12 et 13), Gal4 n’offre toutefois pas 
un niveau d’activation de la transcription comparable à VP16 et p65. Les levures étant des 
eucaryotes simples, les sites d’interaction des facteurs de transcription sont peut-être trop 
différents chez les cellules de mammifères qui possèdent une certaine distance phylogénétique 
avec la levure. C’est d’ailleurs peut-être une raison qui justifie l’absence du domaine 
d’activation Gal4 dans les systèmes utilisés dans les cellules de mammifères. 
 
Dans la même optique, le domaine d’activation B42, un domaine peu connu  isolé par Ma et 
Ptashne et codé chez E. coli, a été testé (Ma et Ptashne, 1987). Ce court domaine de 79 acides 
aminés possède, comme les autres domaines testés, une charge nette négative. Comme Gal4, 
ce domaine ne montre pas une activation élevée de la transcription dans le contexte du CR5 
dans les cellules CHO. Gal4 et B42 ont donc été mis de côté pour les tests subséquents. 
 
On remarque dans les résultats en transitoire (Figures 12 et 13) que les index de fluorescence 
normalisés pour l’état ON et l’état OFF sont très similaires, ce qui est dû à un niveau  basal 
d’expression intrinsèque élevé à la lignée de cellule transfectée, aux conditions de 
l’expérimentation et au transactivateur testé. En transfection transitoire, un très grand nombre 
de copies épisomales sont présentes dans le noyau cellulaire, et toutes ces copies sont en 
proportions beaucoup plus élevées par rapport aux facteurs de régulation cellulaire qui 
régulent normalement la chromatine pour les gènes intégrés au génome (Freundlieb et al, 
1999). De plus, le très grand nombre de copies de plasmides codant constitutivement pour le 
transactivateur entraîne une grande production de cTA/rcTA, et cette grande quantité entraîne 
une transactivation du système même dans le cas où le système est non induit (avec cumate 
pour cTA, sans cumate pour rcTA), produisant l’effet basal intrinsèque mentionné 
précédemment. Cette observation n’est pas vraiment applicable avec les résultats obtenus pour 
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les domaines Gal4 et B42, dont la stimulation de l’activation du CR5 est probablement trop 
faible (Figure 12). 
 
Après les essais en transitoire, la génération de pools stables CHOBRI-rcTA permettait de voir 
si ce qui avait été observé en transitoire était valide en stable. Suite à la sélection, on a donc 
transfecté en transitoire le système CR5-GFP pour voir l’activation du système par le 
transactivateur intégré dans les cellules (Figure 14). Dans ce contexte, il y a donc beaucoup 
plus de copies du système CR5-GFP que de rcTA disponible dans la cellule pour transactiver, 
alors le rcTA se trouve ici limitant. Dans ces conditions, les pools exprimant p65 et VP16 ne 
sont pas significativement différents du point de vue de la stimulation de l’expression GFP. 
L’activation de la transcription de GFP dans le contrôle négatif reste cependant assez élevée 
relativement aux pools stables exprimant le rcTA. Sans rcTA exprimé, l’activation du système 
CR5-GFP provient uniquement de facteurs intrinsèques activateurs aux cellules qui 
interagissent avec la boîte TATA du promoteur minimal hCMV*-1 du CR5. Il faut 
comprendre que dans un seul et même pool stable, celui-ci comprend des cellules qui auront 
une capacité élevée d’expression du rapporteur, d’autres qui auront une capacité moindre mais 
normale, et d’autres qui auront une capacité très basse ou défectives pour l’expression du 
rapporteur mesuré. La sélection ayant été faite par cotransfection du plasmide codant le rcTA 
avec un plasmide codant le gène d’intérêt, une certaine population de cellules a également 
intégré le plasmide portant le gène de résistance à la sélection sans toutefois incorporer celui 
portant le rcTA. Cette population est cependant minimisée par le fait qu’on utilise un ratio de 
1 :10 en termes de plasmide contenant le gène de résistance par rapport au plasmide contenant 
le gène d’intérêt lors de la transfection. Toutes les sous-populations de cellules qui croissent 
ensemble rendent donc le pool très hétérogène. Il peut arriver que les cellules qui ont une très 
basse capacité d’expression ou défectives se répliquent mieux dans le pool, ce qui pourrait 
résulter en des pools dont la mesure de l’expression GFP est similaire à celle du contrôle 
négatif (Lucas et al, 1996). 
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Bien que les propriétés d’activation de la transcription des domaines VP16 et p65 semblent 
être similaires, seule une comparaison de lignées clonales (exprimant chacun des rcTA), 
produites par la sélection des meilleurs clones dotés des capacités maximales de 
transactivation, pourra confirmer que p65 est plus efficace que VP16. Cette comparaison devra 
être effectuée avec plusieurs lignées stables dans les conditions utilisées pour les productions 
d’anticorps recombinants. Les vecteurs viraux pourraient également être un véhicule à utiliser 
pour tester à quel niveau d’expression maximal on peut exprimer chacun des transactivateurs 
dans les cellules CHO et à quel point cela aurait un impact sur l’activation du CR5.  
 
 
3. Optimisation via la régulation de l’expression du 
transactivateur par le système inductible à la coumermycine 
 
Le système CR5 actuel est utilisé pour les productions dans sa configuration double régulée. Il 
y a ainsi une régulation au niveau de l’activation de la transcription du gène d’intérêt par le 
transactivateur lié au cumate, mais également une régulation au niveau de l’expression du 
transactivateur lui-même. Ce dernier est placé en aval d’un promoteur constitutif et d’une 
séquence régulatrice CuO (CMV5-CuO), et le répresseur CymR bloque sa transcription en 
absence de cumate en se liant à la séquence opératrice (Mullick et al, 2006). Or, avec cette 
configuration en lignées stables, la cellule ne semble pas tolérer une forte dose de 
transactivateur, ce qui a un impact négatif sur l’induction du promoteur CR5 et l’expresion du 
gène d’intérêt. De plus, on observe une perte de l’expression dirigée par le CR5 à travers le 
temps, manifestation qui pourrait être due à l’intolérance des cellules pour de grandes 
quantités intracellulaires de transactivateur (données non publiées).  
 
C’est dans ce contexte que nous avons voulu tester la régulation de l’expression du 
transactivateur par un système inductible qui s’était montré être finement régulable : le 
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système inductible à la coumermycine (Zhao et al, 2003). Nous émettons l’hypothèse qu’un 
système qui régule de manière plus étanche la quantité de transactivateur présent dans la 
cellule permettrait d’obtenir des lignées stables qui exprimeraient davantage de 
transactivateur, augmentant ainsi le niveau de transactivation du CR5. La régulation avec le 
système à la coumermycine a d’ailleurs été testée dans nos cellules CHO (Figures 20 et 21) et 
ces tests ont confirmé l’étonnante étanchéité du système. Ceci est dû au fait que l’induction de 
ce système se fait par dimérisation chimiquement induite du transactivateur, qui offre une 
régulation plus fine que l’allostérie, comme dans le cas du cTA/rcTA (Fussenegger, 2001). En 
effet, un monomère de GyrB-AD n’a pas d’affinité pour se lier aux séquences λOP et ne peut 
donc pas transactiver la transcription du gène d’intérêt. La molécule de coumermycine, une 
fois dans le milieu, agit comme un pont moléculaire pour relier deux monomères de GyrB-
AD, permettant au dimère de se lier aux séquences opératrices et ainsi stimuler la transcription 
du gène d’intérêt.  
 
Pour cette section, il est important de prendre en considération que ce qui a été mesuré est le 
signal de fluorescence de la GFP qui est sous contrôle d’un système CR5 transactivé par le 
cTA, qui est lui-même régulé par le système à la coumermycine. Quand on compare les 
conditions testées, on interprète les variations dans l’index de fluorescence GFP (résultat 
observé) comme étant une variation dans la quantité de cTA exprimée par le système à la 
coumermycine. Ceci est évidemment une extrapolation qui fait abstraction de plusieurs 
variables pouvant influencer les processus cellulaires en cause, mais cela nous donne une idée 
générale de l’expression maximale de transactivateur pouvant être atteinte et du maximum de 
transactivation dans les différentes conditions testées. De plus, l’index de fluorescence a été 
calculé à partir de la population totale positive pour GFP des pools sélectionnés. 
 
Nous avons voulu comparer, en utilisant les trois pools stables déjà établis lors de la 
comparaison de l’espacement  (Figure 19), la régulation du cTA par un promoteur constitutif 
CMV5 et le promoteur inductible à la coumermycine (Figure 22). Des expériences menées par 
le groupe de Rénald Gilbert au CNRC (Montréal, Canada) avaient montré que le promoteur 
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CMV était deux à trois fois plus fort que le promoteur à la coumermycine (données non 
publiées). Cependant, comme le transactivateur semble avoir une certaine toxicité pour la 
cellule, il est peut-être avantageux de le soumettre à une régulation plus fine. La première 
constatation à faire concerne la régulation de l’expression du gène d’intérêt dans les conditions 
où l’on utilise le système à la coumermycine. En effet, on observe un ratio d’induction très 
élevé quand on ajoute la coumermycine (plus de 6 fois pour le pools avec 3x-CuO/0 paire de 
base d’espacement entre les CuO et plus de 5 fois avec le pool 3x-CuO/6 paires de base 
d’espacement) reflétant le niveau de cTA produit, comparativement à un niveau d’induction 
du CR5 de 1,5 à 2 fois pour les conditions avec le promoteur constitutif régulant le cTA. Le 
niveau basal de cTA transactivant la transcription de GFP lorsque le promoteur à la 
coumermycine n’est pas induit semble donc être très bas, ce qui est en accord avec les 
observations sur l’étonnante étanchéité du système dans les autres expériences (Figures 20 et 
21). Ceci démontre également que le mécanisme de régulation par dimérisation chimique 
induite discutée précédemment est effectivement très efficace. On pourrait même aller plus 
loin et imaginer que si l’on utilise ce type de régulation un jour avec la configuration 
transactivateur  (cTA) du CR5 dans le cadre de productions, le cumate ne serait même pas 
nécessaire à ajouter aux cultures. Seul l’ajout de coumermycine serait nécessaire pour induire 
le gène d’intérêt, étant donné que le CR5 serait à ON sans cumate et que la régulation de 
l’expression du cTA pendant la phase de croissance des cellules se ferait avec le système 
coumermycine. 
 
Un autre aspect à constater dans la Figure 22 est la comparaison des maxima d’induction de 
l’expression de GFP entre les deux types de promoteurs. Toutefois, ces résultats sont délicats à 
interpréter dû au fait que ce sont des pools stables, donc hétérogènes, qu’un seul pool a été 
testé par condition, et qu’on ne peut seulement comparer les pools nouvellement synthétisés 
qui proviennent du même pool utilisé à la base. De plus, l’intégration en stable du système à la 
coumermycine a nécessité l’intégration de deux plasmides, un codant le transactivateur GyrB-
AD et l’autre contenant le promoteur régulant le cTA, contrairement à l’intégration du 
promoteur constitutif qui nécessitait la transfection d’un seul plasmide. Aussi, les plasmides 
codant les différents promoteurs ne contenaient pas le même contexte (background) et étaient 
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de tailles différentes, ce qui augmente la prudence avec laquelle on doit interpréter ce résultat. 
Ceci étant, un pool utilisant le système à la coumermycine (CHOBRI-pVR10-cTA/GyrB-
AD/0CuO3-GFP) parmi les 3 pools testés a un maximum d’induction du CR5 plus élevé que 
son homologue avec une expression constitutive. Quoique la prudence soit de mise, cela nous 
permet de penser qu’il est possible d’augmenter la quantité de molécules de cTA produites 
dans les CHO avec le système à la coumermycine, l’expression constitutive représentant ce 
que les cellules sont capables de produire et tolérer avec le système actuel.  
 
Beaucoup d’expériences sont à faire pour pouvoir tirer des conclusions rigoureuses sur 
l’utilisation du système inductible à la coumermycine pour réguler l’expression du 
transactivateur, mais les bases sont désormais jetées pour développer la suite des choses. Entre 
autres, il faudrait comparer un plus grand effectif de pools stables, dont certains auraient 
intégré une construction CMV5-CuO-cTA  afin de faire la comparaison entre la configuration 
double régulée actuelle du CR5 et la régulation du transactivateur via le système inductible à 
la coumermycine. Également, en productions, certaines lignées clonales hautement 
productives le deviennent de moins en moins à mesure que la lignée vieillit, notamment à 
cause du stress imposé par la surexpression protéique, mais également probablement à cause 
du phénomène de séquestration mentionné précédemment. Autrement dit, le niveau 
d’activation du CR5 semble décliner avec le temps de culture des lignées stables, et une 
diminution dans l’expression du transactivateur à travers le temps pourrait en être la cause. Il 
serait donc intéressant de suivre la production d’une lignée clonale possédant la régulation 
avec le système à la coumermycine à long terme afin de voir si ce phénomène est également 
présent ou s’il est moins prononcé qu’avec la configuration double régulée du CR5. 
 
 
 
 
 
 
   
Conclusion 
 
En conclusion, le marché des produits biologiques est en forte expansion et un ralentissement 
n’est pas à prévoir à court terme. En effet, de plus en plus de produits biologiques entrent en 
essais cliniques, et de plus en plus pénètrent le marché. Actuellement, les industries 
biopharmaceutiques ont peine à répondre à la demande croissante et nécessitent donc des 
systèmes d’expression plus productifs et des bioprocédés plus efficaces afin d’augmenter le 
rendement protéique tout en diminuant les coûts de production. 
 
Le système inductible CR5 développé par le groupe de Bernard Massie a fait ses preuves en 
tant que biotechnologie permettant une expression protéique élevée et finement régulable dans 
les cellules CHO par l’utilisation d’un agent inducteur non-toxique : le cumate. L’optimisation 
de ce système est toutefois nécessaire afin d’augmenter son efficacité, et, par extension, 
l’efficacité des étapes de sélection des clones haut-producteurs en aval dans le processus. 
 
Dans ce projet, plusieurs avenues d’optimisation du CR5 ont été testées afin d’en augmenter 
l’efficacité. Premièrement, on a démontré que la séquence opératrice synthétique développée 
par le groupe de Choi n’optimisait pas les rendements protéiques comparativement à la 
séquence bactérienne. Deuxièmement, un domaine d’activation alternatif à VP16, p65, a 
montré une activité de stimulation de la transcription similaire, voire potentiellement 
supérieure à celui de VP16, en transfections transitoire et stable. Troisièmement, l’effet de 
l’espacement entre la séquence opératrice et la boîte TATA du promoteur minimal dans le 
CR5 a été évalué, montrant qu’aucun espacement supplémentaire par rapport à un promoteur 
de référence n’était nécessaire pour augmenter son efficacité. Quatrièmement, l’effet de 
l’espacement entre les séquences CuO a aussi été évalué en transitoire et en stable, nous 
montrant que six paires de bases constituaient l’espacement optimal pour maximiser 
l’expression d’un gène d’intérêt. Ensuite, le nombre optimal de séquences opératrices CuO 
dans le promoteur a été étudié, montrant que trois séquences CuO était un bon compromis 
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entre une expression transgénique optimale et une bonne étanchéité. Finalement, un essai de 
régulation inductible du transactivateur avec le système à la coumermycine nous a démontré 
que l’on pouvait obtenir une fine régulation d’un gène d’intérêt grâce à l’étanchéité de ce 
système. Il demeure toutefois difficile de conclure si l’on peut obtenir une meilleure 
expression transgénique avec cette configuration via une plus grande dose de transactivateur 
produite par cellule. 
 
Beaucoup de tentatives d’optimisation ont été effectuées dans diverses conditions, avec 
différentes lignées clonales, différents promoteurs, etc. Il ne faut toutefois jamais généraliser 
les paramètres optimaux observés dans une situation à toutes les situations. C’est pourquoi le 
travail d’optimisation spécifique aux conditions utilisées dans un laboratoire, comme celui 
réalisé au cours de ce projet, est essentiel. 
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